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Als Schlüsselfaktor des hämatopoietischen Systems spielt PU.1 eine ent-
scheidende Rolle in der Entwicklung der meisten hämatopoietischen Li-
nien. Das PU.1 Expressionslevel bestimmt das Differenzierungspotential 
hämatopoietischer Stammzellen und Vorläufer. In den unterschiedlichen 
Zelltypen werden verschiedene Expressionsstärken etabliert. Wie diese 
zelltypischen Expressionslevel vonPU.1 generiert werden, ist bisher weit-
gehend unbekannt. 
In der vorliegenden Doktorarbeit wurde mit Hilfe eines transgenen Maus-
modells die cis-regulatorische Einheit von PU.1 definiert, um mit nachfol-
genden molekularbiologischen und genomweiten Ansätzen Mechanismen 
der zellspezifischen Regulation von PU.1 zu aufzuzeigen.  
Die Definition der cis-regulatorischen Einheit von PU.1 erfolgte mit Hilfe 
eines transgenen Mausmodells, welches ein humanes PU.1 BAC Kon-
strukt trägt. Es konnte gezeigt werden, dass humanes und murines PU.1 
substituierbar sind und den gleichen Regulationsmechanismen unterlie-
gen. Mit Hilfe genomweite DNaseI hypersensitivity Analysen, Methylie-
rungs- und Bindungsstudien konnte ein neuer Regulationsmechanismus 
beschrieben werden, der eine spezifische kombinatorische Interaktion ver-
schiedener cis-regulatorischer Elemente erfordert. Durch Reportergenas-
says in verschiedenen Zelltypen war es möglich, einen myeloischen En-
hancer zu identifizieren. Es konnte gezeigt werden, dass PU.1 mit zelltyp-
spezifischen Transkriptionsfaktoren interagiert, um unterschiedliche Bin-
dungsmuster an seinen regulatorischen Elementen zu etablieren. Dadurch 
kommt es zu den spezifischen Expressionstärken von PU.1  
Schlagworte: PU.1; Genregulation; hämatopoietisches System; BAC 
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1 Material und Methoden 
1.1 Material  
1.1.1 Generelle Ausrüstung 
7300 Real Time PCR-System (Applied Biosystems)  
Agarose-Gel-Kammern (Biosteps) 
Bioruptor (Diagenode) 
CHEF Mapper XA System (Biorad) 
DW2 Wasserbad (Julabo)  
FACS LSRII (BD-Biosciences) 
FACS Aria (BD-Biosciences) 





Luminometer Centro 960 (Berthold Technologies) 
Mastercycler Gradient (Eppendorf) 
Mikroskop DMIL (Leica) 
Multizentrifuge 3 S-R (Hereaus) 
Nanodrop Spektrophotometer (Nanodrop) 
Nylon Membran (Pall Corporation) 
Netzgerät EV 231 (Consort) 
Polyacrylamid-Gel-Kammern (Biorad) 
PVDF Membran (Pall Corporation) 
Stratalinker 2400 (Stratagene) 
Thermomixer kompakt (Eppendorf) 
Tischzentrifuge Pico 17 (Hereaus) 
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Vortex Genie 2 (Scientific Industries) 
XAR Film (Kodak) 
XAR-Filmentwicklung (Fuji) 
Zellkultur-Werkbank (BDK) 
1.1.2 Chemikalien  
100 bp DNA-Ladder (Fermentas) 
1kb DNA-Ladder (Fermentas) 
 [α32-P]dCTP (Roth) 













Ethidium Bromid (Roth) 
Ethylenediamintetraacetat (EDTA) (Roth) 
Eisessig (Roth) 
Formaldehyd (Roth) 












LB Medium (Roth) 
LB-Agar (Roth) 
LiCl (Roth) 









Propidium Iodid (PI) (Sigma Aldrich) 
Protein Marker (Fermentas) 
Puromycin (Roth) 
RNase freies Wasser (Quiagen) 
Sodium Citrat (Roth) 
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) (Roth) 
Tri-Chlor-Essigsäure (TCA) (Roth) 
Tris, basisch (Roth) 
Tris-CL (Roth) 
Triton X-100 (Roth) 
Trizol (PeqLab) 
Trypan-Blau-Lösung (Sigma) 




Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) 
Genomic DNA Invisorb Kit III (Invitek) 
Invisorb Spin DNA Extraction-Kit (Invitek) 
Invisorb Spin Plasmid Mini-II-Kit (Invitek) 
Nucleobond 100 Kit (Marcherey Nagel) 
Purelink Plasmid Midi Kit (Invitrogen) 
Purelink Plasmid Maxi Kit (Invitrogen) 
Rapace Kit (Invitek) 
Rediprime II DNA Labeling System (Amersham) 
RevertTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 
RNeasy Mini oder Micro-Elute Kit (Quiagen) 
Site Dirceted Mutagenesis Kit (Stratagene) 
1.1.4 Enzyme  
DNaseI (Fermentas) 
Klenow Fragment (New England Biolabs) 
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
Protease Inhibitoren (Sigma) 
Proteinase K (Roth) 
Restriktionsenzyme (Fermentas)  
Ribo Lock RNase Inhibitor (Fermentas) 
Superscript II (Fermentas) 
T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) 
T4 DNA Polymerase (Fermentas) 
T4 Polynucleotid Kinase (Fermentas) 
Taq-Polymerase (Fermentas, Roboklon) 
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 
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1.1.5 Puffer  
4x Tris/SDS pH 6,8 (18,6 g Tris basisch; 6ml 20% SDS, pH 6,8 mit HCl in 
300 ml Wasser) 
4x Tris/SDS pH 8,8 (91g Tris basisch; 10 ml 20% SDS, pH 8,8 mit HCl in 
500 ml Wasser)  
6x Ladepuffer für Gelelektrophorese (0,25 % Bromephenolblau; 0,26 % 
Xylene Cyanol; 30 % Glycerol) 
20x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Sodium Citrate; 1 mM EDTA) 
ChIP Elutionspuffer (100 mM NaHCO3; 1%SDS)  
ChIP IP Verdünnungspuffer (20 mM Tris, pH 8,1; 2 mM EDTA; 150 mM 
NaCl; 1% Triton X-100; 0.01 % SDS; Protease Inhibitoren) 
ChIP IP Waschpuffer I (20 mM Tris, pH 8,1; 2 mM EDTA; 50 mM NaCl; 1% 
Triton X-100; 0,1% SDS; Protease Inhibitoren)  
ChIP IP Waschpuffer II (20 mM Tris, pH 8,1; 1 mM EDTA; 0,25 M LiCl; 1% 
NP40; 1% Desoxycholsäure; Protease Inhibitoren) 
ChIP Kern-Lysis Puffer (50 mM Tris, pH 8,1; 10 mM EDTA, 1 % SDS; Pro-
tease Inhibitoren) 
ChIP Zell-Lysis Puffer (10 mM Tris, pH 8,0; 10 mM NaCl; 0.2 % NP40; 
Protease Inhibitoren) 
Einfriermedium für Zellen (10 % DMSO in FCS) 
EMSA Bindepuffer (20 mM Hepes pH 7,6; 10% Glycerol; 2 mM EDTA; 
2mM DTT, 10 mM CaCl2; 100 mM KCl in Wasser) 
Erythrozytenlyse-Puffer (0,15 M NH4Cl; 10 mM KHCO3; 0,1 mM EDTA, pH 
7,3) 
FACS-Puffer (2 % FCS; 2 mM EDTA in PBS) 
Gewebe-Verdauungspuffer (10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA, pH 8.0; 
50 mM NaCl; 0.5 % SDS) 
Laufpuffer für Western (3,4 g Tris basisch; 14,4 g Glycine; 5 ml 20 % SDS 
in 1 l Wasser) 
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Phosphat-gepufferte Saline (137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 
2 mM KH2PO4) 
SDS-Proben Puffer (0,5 M Tris-Cl pH 6,8; 5% Glycerol; 2% SDS; 100 mM 
DTT) 
Southernblot Waschlösung I (100 ml 20 x SSC; 10 ml 20 % SDS, 890 ml 
Wasser) 
Southernblot Waschlösung II (10 ml 20 x SSC; 10 ml 20 % SDS; 980 ml 
Wasser) 
TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM EDTA, pH 7.5) 
Transferpuffer für Western (3,4 g Tris basisch; 14,4 g Glycine; 200 ml Me-
thanol in 1 l Wasser) 
Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE) (242 g Tris basisch; 57,1 ml Eisessig; 100 
ml 0,5 M EDTA; pH 8,0 in 20 l Wasser) 
Tris-Bor-EDTA Puffer (TBE) (10,8 g Tris basisch; 5,5 g Borsäure; 0,93 g 
EDTA in 1 l Wasser) 
1.1.6 Zellkultur-Ausrüstung 
Filter, steril, 0,22 µM und 0,45 µM PVDF (Roth) 
Kulturschalen, steril, verschieden Größen (TPP oder Falcon) 
Kryoröhrchen, steril (Nunc) 
MACS® Cell Separation LS Säulen (Milteny) 
MACS® MultiStand (Milteny) 
Nadeln, verschiedene Größen (Neoject) 
Neubauer-Zählkammer (Superior Marienfeld) 
Polystyrene-Röhrchen, 5ml (BD-Biosciences) 
Serologische Pipetten, verschiedene Größen (Falcon) 
Skalpell, steril (Braun) 
Spritzen, verschiedene Größen (Braun, Omifix, BS Plastic) 
Zellsiebe, steril, verschieden Größen (BD-Biosciences) 
Zentrifugenröhrchen, verschieden Größen (TPP oder Falcon) 
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1.1.7 Zellkultur-Medien und Reagenzien 
Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (DMEM), Glukose (4.5 g/l) (PAA) 
Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Saline 1 x, ohne Ca & Mg (PAA) 
Fötales Kälberserum (FCS) (Biochrom)  
Fungizone, antimykotisches Reagenz (Invitrogen) 
G-CSF (Pepro Tech Inc.) 
GM-CSF (Pepro Tech Inc.) 
Gentamicin (PAA) 
Glutamin, 200 mM (PAA) 
Iscove’s modifiziertes DMEM (IMDM) (PAA) 
M-CSF (Prepo Tech Inc.)  
MethoCult® M3234 (Stem Cell Technologies) 
N,N-dimethylsulfoxide (DMSO) 
Penicillin/Streptamycin (PAA) 
Trypsin EDTA (PAA) 
1.1.8 Zelllinien 
416B (Dexter, et al., 1979) 
BW 5147 (Leddin, et al., 2011) 
C10 (Bussmann, et al., 2009) 
HL60 (Leddin, et al., 2011) 
HM1 (Smith, et al., 2008) 
HPC-7 (Leddin, et al., 2011) 
Namalwa (ATCC CRL-1432) 
Plat-E (Morita, et al., 2000) 
RAW 264.7 (Leddin, et al., 2011) 
URE+/+: Diese Zelllinie wurde generiert aus einer myeloisch-leukämischen 
Maus, der zuvor myc-transformierte Zellen transplantiert wurden. 
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URE-/-: Diese Zelllinie wurde generiert aus einer URE-/- Maus mit myeloi-
scher Leukämie. 
Beide URE-Zelllinien wachsen in DMEM mit 20% FCS und 10ng/ml Inter-
leukin 3. (Leddin, et al., 2011)  
1.1.9 Maus-Präparier-Ausrüstung 
Präparierbrett und Nadeln, sterilisiert  
Scheren und Pinzette, sterilisiert  
Skalpelle, sterilisiert (Cutfix) 
EDTA-behandelte Kanülen (Brand) 
1.1.10 Mausstämme 
PU.1-/- (Iwasaki, et al., 2005) 
URE-/- (Rosenbauer, et al., 2004) 
BAC#55; BAC#1 (Leddin, et al., 2011) 
1.1.11 Antikörper 
β-Tubulin (Sigma) 
Acetyl Histone H3 (Millipore) 
B220 (RA3-6B2) (Biolegend) 
Cd3ε (145-2C11) (BD-Bioscience) 
CD4 (GK1.5) (BD-Bioscience) 
CD8α (53-6.7) (Biolegend) 
CD11b/Mac1 (M1/70) (Biolegend) 
CD19 (1D3) (eBioscience) 
CD19 Beads (Milteny) 
CD34 (RAM34) (BD-Bioscience) 
CD117/c-kit (2B8) (eBioscience) 
Fcɣ RII/III (2.4G2) (BD-Bioscience) 
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Flt3 (A2F10.1) (Biolegend) 
Gr1 (RB6-8C5) (eBioscience) 
IgM (R6-60.2) (BD-Bioscience) 
Kompensationsbeads Ratte IgG (BD-Bioscience)  
Mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotech) 
Pol. II (N20) (Santa Cruz Biotech) 
PU.1 (T-21X) (Santa Cruz Biotech) 
Rabbit IgG (Millipore) 
Rabbit-IgG-HRP (Santa Cruz Biotech) 
Sca1 (E13-161-7) (Biolegend) 
1.1.12 Software  
AxioVison (Carl Zeiss) 
Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; Stand Dez. 2010) 
Ensembl (http://ensembl.org/index.html; Stand Dez 2010) 
FACSDiva (BD-Bioscience) 
FlowJo (Treestar) 
GIMP (http://www.gimp.org/, Stand Dez. 2010) 
ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/disclaimer.html, Stand Dez. 2010) 
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3; Stand Dez. 2010) 
UCSB Browser (http://genome.ucsc.edu; Stand Dez. 2010) 
Vector NTI (Invitrogen) 




Integrität Bac 1 ff att ccg cat aag cca ctg ag 
Integrität Bac 1 rev gcc ggg aca aac aga gtc ta 
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Integrität Bac 2 ff ggc aat atg tca ggg agg tg 
Integrität Bac 2 rev atg act gga tgg gac tgg ag 
Integrität Bac 3 ff att ggg cct tct gaa acc tt  
Integrität Bac 3 rev tct cag tcc acc atc atc ca 
Integrität Bac 4 ff cat ctg atc ccc tcc aga ga 
Integrität Bac 4 rev cag caa agg ctt ttg aga cc 
Integrität Bac 5 ff ggg gtc ctc atg ata gct ca 
Integrität Bac 5 rev gat cca agt cag acc cca ga  
PU1 after rigth ff cag caa agg ctt ttg aga cc 
PU1 after rigth rev tca cct tca cct cca tcc tc 
hPU.1 bac5'ff gca gcg aca gca cag ttt ag 
hPU.1 bac5'rev ggc ccc tca ctc aca ctt ta 
hPU.1Bac145kb ff tgg cta cta ctt ccg cgt ct 
hPU.1Bac145kb re agt tcc cta cct tgg ggc ta 
hPU.1Bac 36kb ff ctc cct cgc agg agt cta tg 
hPU.1Bac 36kb re taa cct act ggc ccc aag tg 
hPU.1Bac 28kb ff ggt gtc ttg atg ggg aag aa 
hPU.1Bac 28kb re gaa tgt cag cag caa ggt ca 
Genotypisierung  
PU.1 KO/Fl I ctt cac tgc cca ttc att ggc tca tca 
PU.1 KO/Fl II gct ggg gac aag gtt tga taa ggg aa 
PU.1 KO/Fl III caa ccg gat cta gac tcg agg a 
Bac I ff ggc aat atg tca ggg agg tg 
Bac I rev atg act gga tgg gac tgg ag 
Bac II ff ctg gag gac act gtg aag ca 
Bac II rev ttg gag cag cca ctt aac ct 
URE I cgg gat ccc tgg tca gtt ttc tca c 
URE II att tgc ggc cgc ttg caa tga ggg aca aac aa 
URE NEO- gcc aac tca gca ctc agg ca 
URE NEO+ ata gat ctc tcg tgg ggt cat tgt 
1. Material und Methoden 
 16 
Genexpression  
Luc RT ff cac aga atc gtc gta tgc agt ga 
Luc RT rev  gca acc cct ttt tgg aaa ca  
ß-Actin RT ff tga cat c cg taa aga cct cta 
ß-Actin RT rev cag gag gag caa tga tct tga 
hPU.1 Taq ff gga gag cca tag cga cca tta c 
hPU.1 Taq rev cgg cga agc tct cga act c 
hPU.1 MGB Probe ctt cca ccc cca cca cgt gca  
mPU.1 Taq ff aga agc tga tgg ctt gga gc 
mPU.1 Taq rev gcg aat ctt ttt ctt gct gcc 
mPU.1 FAM Probe tgg gcc agg tct tct gca cgg  
ß-actin endogenous control 4352341E (ABI) 
EBF ff Caa gac aag aac cct gaa atg 
EBF rev Gta acc tct gga agc cgt agt 
IL7R ff Tta ctt caa agg ctt ctg gag 
IL7R rev Ctg gct tca acg cct ttc acc tca 
M-CSFR ff aat ggc agt gtg gaa tgg gat gg 
M-CSFR rev gtg ggg gct ctg ggt gga ctc 
GM-CSFR ff gtg cgg ggc cag tgc ggt tcc t 
GM-CSFR rev cgc ccc agt gct tca tcc tcg tgt 
gen.mPu.1 ff cga ggc aaa aat gag aag ata aat 
gen.mPu.1 rev taa ctg gat tat agg ggg aga atg  
Klonierung/EMSA  
-15kb ff ttt ctc ctg ctt cga ctt cc 
-15kb rev gag gcc tgt gtt cct tca ac 
-14kb ff gtg tgg tgc ctg tgg taa ta 
-14kb rev tgc ctg aga aaa cag gaa gc 
-12kb ff cag agc ggg cag cta ttt ac  
-12kb rev ggg gaa gga aag agg aag c  
-10kb ff ctc tga aaa gca ccg ttt cc  
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-10kb rev act ttg tga ggg gcc tga g 
NdeI-KpnI-NdeI tat ggg tac cca 
NdeI-XhoI-NdeI tat gct cga gca 
HindIII-NheI-HindIII agc ttg cta gca 
CEBPa C1-2 mut R URE agtc aacgcgtaacgccaacagccccggaaccaca  
CEBPa C1-2 mut F URE agtc tgtggttccggggctgttggcgttacgcgtt 
CEBPa C5 mut R URE agtc ggctgcagctgcccctggatccaca 
CEBPa C5 mut F URE agtc tgtggatccaggggcagctgcagcc 
PU1 site (sense) -12kb gatc tcc cca tgg ctt cct ctt tcc ttc c 
PU1 site (anti) -12kb gatc gga agg aaa gag gaa gcc atg ggg a 
PU.1 site (mute sense) -12kb agtc tcc cca tgg cgc gct ctt tcc ttc c 
PU.1 site (mute anti) -12kb  agtc gga agg aaa gag cgc gcc atg ggg a 
PU.1_Prom_ff gat cca cgc tct cgc tat tc 
PU.1_Prom_rev gcg cta cag gaa gtc tct gg 
shRNA-mPU.1-sense acc tcg aag ctc acc tac cag ttc tca aga gga 
act ggt agg tga gct tct t 
shRNA-mPU.1-anti caa aaa gaa gct cac cta cca gtt cct ctt gag 
aac tgg tag gtg agc ttc g 
Alle Oligonucleotide wurden von Biotez oder MWG hergestellt.  
1.2 Methoden  
1.2.1 Molekularbiologie  
1.2.1.1 Präparation genomischer DNA 
Die Extraktion genomischer DNA aus Zellen und Gewebe erfolgte nach 
Standardprotokollen. Zellen oder Gewebe wurden in Gewebe-
verdauungspuffer mit Proteinase K (10µg/ml) über Nacht bei 56°C im 
Wasserbad inkubiert und am nächsten Tag mittels Phe-
ol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion (siehe 1.2.1.5) aufgereinigt.  
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1.2.1.2 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien  
Die Präparation von Plasmid-DNA erfolgte an Hand der mitgelieferten Pro-
okolle des Purelink Midi oder Maxi Kits.  
1.2.1.3 Präparation von RNA 
RNA wurde aus Geweben und Zellen entweder mittels Trizol oder der 
RNeasy Kits an Hand der mitgelieferten Firmenprotokolle extrahiert.  
1.2.1.4 cDNA Synthese 
Die cDNA Synthese der gewonnenen RNA erfolgte mittels des cDNA-RT-
Kits nach mitgelieferten Firmenprotokollen.  
1.2.1.5 Phenol/Chloroform/Extraktion  
Zur Trennung eines Protein-DNA-Gemisches wurde die Phenol-
Chloroform-Extraktion angewandt. Die DNA-Lösung wurde mit 1 Vol. Phe-
ol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt, gemischt und dann zentrifugiert 
(13000rpm/1min./RT). Danach wurde die obere wässrige Phase abg-
nommen und erneut mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol versetzt. Nach 
erneutem Mischen wurde wieder zentrifugiert (13000rpm/1min./RT). Die 
obere Phase enthielt jetzt die DNA. Danach erfolgte eine DNA-Fällung 
(siehe 2.2.1.6). 
1.2.1.6 Nukleinsäurefällung mittels Isopropanol 
Die Fällung von Nukleinsäuren erfolgte durch Isopropanol. Die DNA-
enthaltene Lösung wurde mit 0.7 Vol. Isopropanol versetzt, gemischt und 
zentrifugiert (13000rpm/20min./RT). Danach erfolgte ein Waschschritt mit 
100% Ethanol und ein weiterer mit 70% Ethanol. Beide Waschschritte 
wurden bei 13000rpm für 5min. zentrifugiert. Anschließend wurde das Pel-
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let luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen Wasser oder TE-
Puffer aufgenommen.  
1.2.1.7 Gelelektrophorese 
DNA-Agarosegele 
Agarosegele wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (0,7%-2%) be-
utzt. Die Agarose wurde in 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und 
anschließend auf ca. 60°C abgekühlt. Ethidiumbromid (0,5µg/ml) wurde 
dazugegeben. Die Lösung wurde in eine Gelkammer gegossen und mit 1x 
TAE-Puffer überschichtet. Die aufzutrennenden Proben wurden mit 0.1 
Volumen 10x Gel-Lade-Puffer vermischt und anschließend in die Gel-
taschen pipettiert. Je nach Größe des Gels betrug die angelegte Span-
nung 50 – 120V. Die Dokumentation erfolgte unter UV-Licht.  
Polyacrylamidgele für EMSA  
Zur Auftrennung der radioaktiv markierten Proben des EMSA wurden 7 %-
ige Polyacrylamidgele verwendet. 2 Glasplatten wurden vorher dazu mit 
70% Ethanol gewaschen und in die Gelapparatur eingespannt. Nach dem 
Verfestigen des Gels, bestehend aus folgenden Reagenzien: 17,5ml Acr-
lamid; 5ml 10xTBE-Puffer; 77,5ml Wasser; 1ml Ammoniumpersulfat; 50µl 
Temed erfolgte der Gellauf bei einer Spannung von 150V im Kühlraum.  
1.2.1.8 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und quantitative Echt-
Zeit-PCR (qPCR) 
Die PCR-Reaktion erfolgte nach Standardprotokollen unter Zugabe fol-
gender Reagenzien in der angegebenen Endkonzentration: 0,25 µM ff-
Primer; 0,25µM rev-Primer; 0,5mM dNTPs; 2mM MgCl2; 1x (NH4)2SO4 - 
oder KCl-Puffer und 5U/µl Taq-Polymerase. Die amplifizierten PCR-
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Produkte wurden auf der Größe entsprechenden Agarosegelen analysiert. 
Primer für PCR und qPCR wurden mit Primer3 identifiziert. Für die quanti-
tative Analyse der Genexpression wurden Exon/Exon spannende Primer 
hergestellt, um Signale durch verbleibende genomische DNA-
Kontaminationen auszuschließen. Die Reaktion erfolgte mit SYBR green 
oder TaqMan Mastermix der Firma ABI nach mitgelieferten Firmenproto-
kollen des 7300 Real Time Systems. Die Analyse der generierten Daten 
erfolgte durch die mitgelieferte Software des Systems.  
1.2.1.9 Integrationsanalyse durch Southern Blot 
Die Analyse der Integration der BAC- und Luciferasekonstrukte erfolgte mit 
einem Southern Blot. Mind. 10µg genomische DNA wurden mit EcoRI ver-
daut, auf einem 0,7% Agarosegel aufgetrennt und anschließend auf eine 
Nylonmembran transferiert. Die DNA wurde durch UV-Licht auf der Memb-
ran fixiert und für mind. 4h in Roti-Hybri-Quick bei 60°C prähybridisiert. Die 
Hybridisierung bei 60°C über Nacht erfolgte mit Sonden, die für die BAC-
Integration 8kb am 5‘-Ende von PU.1 als PCR-Produkt amplifiziert oder für 
die Luciferase mittels EcoRI-EcoRV Restriktionsverdau aus dem pxp2-
Vektor ausgeschnitten wurde. Die Membranen wurden danach je 2x mit 
Southern Blot-Waschlösung I und II gewaschen. Die Entwicklung der Filter 
erfolgte durch XAR-Filme von Kodak. 
1.2.1.10  Restriktionsverdau 
Analytischer Restriktionsverdau 
Zum Nachweis eines Inserts in einem Vektor wurden nach einer Klonie-
rung oder Plasmidpräparation 0.5µg-2µg DNA für einen Restriktionsverdau 
eingesetzt. Es wurden zwischen 5 und 10U Restriktionsenzym mit dem 
zugehörigen Enzym-Reaktionspuffer verwendet. Das Endvolumen betrug 
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in der Regel 10µl. Die Reaktion wurde für mindestens 1h bei 37°C inku-
biert. Der Ansatz wurde anschließend auf Agarosegelen analysiert. 
Präparativer Restriktionsverdau 
Zur Linearisierung eines Vektors oder zur quantitativen Isolierung eines 
Inserts wurden 5µg-10µg DNA eingesetzt. Diese wurden mit 10 bis 20U 
Restriktionsenzym und zugehörigem Restriktions-Enzympuffer über Nacht 
bei 37°C in einem Endvolumen von mind. 20µl inkubiert. Am nächsten Tag 
wurde die DNA elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Gel mittels des 
Invitek-Kits eluiert. 
1.2.1.11 Ligation  
Bei den hier durchgeführten Ligationen wurden molare Vektor/Insert -
Verhältnisse von 1:10 nach folgendem Ansatz eingesetzt: 50ng Vektor; 
10x molarer Überschuss an Insert- DNA; 1x Ligationspuffer; 2000U T4 
DNA-Ligase; Auffüllen auf 10µl H2O Der Ansatz wurde für entweder eine 
Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 16°C inkubiert.  
1.2.1.12 Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) 
1.Tag 
2x107 Zellen wurden mit 1% Formaldehyd für 10min. bei Raumtemperatur 
(RT) vernetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Glycin (0,125M) ab-
gestoppt und 5 min. bei RT geschüttelt.  Die Zellen wurden in ein 15ml 
Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (260g/8min./4°C). Das Zellpel-
let wurde mit PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (260g/5min./4°C). 
Die Zellen wurden in 400µl Zell-Lyse-Puffer auf Eis für 10min. lysiert. Nach 
Zentrifugation (600g/5min./4°C) erfolgte die Kernlyse in 400µl Kern-Lysis-
Puffer und Proteaseinhibitoren bei 4°C für 10min. Nach Auffüllen des Vo-
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lumens auf 1 ml erfolgte die Sonifizierung. Die Zelltrümmer wurden ab-
zentrifugiert (13000rpm/10min./4°C), der Überstand in ein neues 1,5ml 
Reaktionsgefäß überführt und dann für eine Stunde in einem Rotator bei 
4°C mit 50µL Hasenserum vorgeklärt. Über Nacht wurden 100µl Protein A 
Sepharose dazugegeben und bei 4°C rotiert.  
2.Tag 
Proben wurden zentrifugiert (750g/2min./4°C) und der Überstand in 200 µl 
Aliquots aufgeteilt. Diese wurden mit 400 µl IP-Verdünnungspuffer und 
Proteaseinhibitoren verdünnt. 1-5 µg des jeweiligen Antikörpers wurden 
zugegeben und die Proben bei 4°C 3 Stunden in einem Rotator inkubiert. 
Nach Zentrifugation (13000rpm/5min./RT) wurden zum Überstand 30 µl 
Protein A Sepharose gegeben und 2 Stunden bei 4°C in einem Rotator 
inkubiert. Nach Zentrifugation (7500rpm/2min./RT) wurden die Sepharo-
sepellets zweimal mit 500µL Waschpuffer 1 und Proteaseinhibitoren, ein-
mal mit Waschpuffer 2 und Proteaseinhibitoren und zweimal mit TE bei 
4°C gewaschen. Die Elution erfolgte durch Zugabe von zweimal 150 µl 
Elutionspuffer und anschließender Zentrifugation. Durch Inkubation mit 1µl 
RNaseA (1mg/ml) und 18 µl 5 M NaCl für 4 Stunden bei 67°C wurde die 
Vernetzung wieder aufgehoben. Anschließend wurden die Proben bei -
80°C eingefroren. 
3.Tag 
Nach dem Auftauen wurde für 2 Stunden mit 6µl Proteinase K (10 mg/ml) 
bei 45°C inkubiert. Die Proben wurden auf 300µl mit TE aufgefüllt und an-
schließend mit Phenol/Chloroform/Extraktion aufgereinigt. Die DNA-
Fällung wurde  mit 30µl 3M NaAc und 5µg Glykogen für 2 Stunden bei -
20°C durchgeführt. Nach Zentrifugation (13000rpm/20min./RT) und wa-
schen mit 70%-igem Ethanol wurde das DNA-Pellet luftgetrocknet. Nach 
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dem die DNA in TE aufgelöst wurde, konnte sie für die anschließende 
Quantifizierung verwendet werden. 
1.2.2 Allgemeine Klonierungstechniken 
1.2.2.1 Klonierung und Mutagenese der Luciferasekonstrukte 
Die Klonierung der regulatorischen Elemente erfolgte nach Abbildung 1. 
Alle Restriktionsenzyme und zugehörigen Puffer wurden an Hand der An-
weisungen der Firma Fermentas benutzt.  
 
Abbildung 1: Klonierungsstrategie zur Herstellung der Reportergenkonstrukte mit 
verschiedenen Kombinationen cis-regulatorsicher Elemente des hämatopoieti-
schen Transkriptionsfaktors PU.1.  
Nummerierte Konstrukte wurden stabil transfiziert zur Beurteilung der Enhancer-Aktivität.  
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Die anschließende Mutagenese der verschiedener Bindestellen in den 
regulatorischen Elementen wurde mit dem Site Dirceted Mutagenesis Kit 
an Hand der mitgelieferten Protokolle mit folgenden Primer durchgeführt: 
[CEBPa C1-2 mut R URE; CEBPa C1-2 mut F URE]; [CEBPa C5 mut R 
URE; CEBPa C5 mut F URE]; [PU.1 site (mute sense) -12kb, PU.1 site 
(mute anti) -12kb] 
1.2.2.2 Klonierung der shRNA Konstrukte 
Die ShRNA-Sequenzen wurden beschrieben in Lausen et al. (Lausen, et. 
al., 2006) und in den h7SK-GFPzeo vector an Hand der mitgelieferten Pro-
tokolle der Firma Invitrogen kloniert. Funktion der shRNA wurde kontrolliert 
durch qPCR und Western Blot. 
1.2.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien zur Hitzeschock-
Transformation 
Von einer Einzelkolonie des betreffenden Bakterienstammes wurden 100 
ml einer Übernachtkultur angefertigt. Am nächsten Tag wurden 5 ml davon 
entnommen, zu 500 ml LB-Medium gegeben und bis zu einer OD595 von 
0.4 bis 0.6 (ca. 3 – 4 Stunden) bei 37 °C geschüttelt. Die Suspension wur-
de 3min. auf einem NaCl/Eis-Gemisch abgekühlt (in vorgekühlten Glaswa-
ren) und anschließend pelletiert (4600rpm/20min./4°C). Das Bakterienpel-
let wurde in 200ml eiskalter 0,1M CaCl2 –Lösung aufgenommen und 
30min. auf einem NaCl/Eis-Gemisch inkubiert. Nach Zentrifugation 
(4600rpm/10min./4°C) wurde das Pellet in 15ml eiskalter 0,1MCaCl2 re-
suspendiert, mit 2.5ml eiskaltem Glycerol gemischt und in Aliquots zu je 
200µl in flüssigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert. Ein Aliquot 
wurde auf einer Ampicillinplatte ausgestrichen, um die Existenz von Resis-
tenzen ausschließen zu können. Die Qualität der so generierten kompe-
tenten Bakterien wurde durch eine Testtransformation mit 10 ng Plasmid 
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DNA überprüft. Die Transformationsrate sollte nicht unter 106 Transforman-
ten/µg DNA liegen. 
1.2.2.4 Transformation von Ligationsansätzen und Plasmiden mittels 
Hitzeschock 
Für die Transformation von Ligationsansätzen wurden 200µl Aliquots 
kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut. Dazu wurden 5 µl Ligationsan-
satz (50 – 100 ng DNA) gegeben und 30min. auf Eis inkubiert. Der Ansatz 
wurde für 90sek. bei 42°C im Wasserbad inkubiert und weitere 2min. auf 
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1ml LB-Medium wurde 50min. bei 37°C 
geschüttelt. Abschließend wurden verschiedene Volumina zwischen 50 – 
200µl auf LB-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
1.2.2.5 Genomweite Datensets/ DNaseI footprint 
Die genomweiten DNaseI hypersensitivity Daten und der DNaseI footprint 
wurden generiert wie beschrieben (Leddin, et al., 2011). ChIP-
Sequenzierungsdaten für PU.1 und C/EBPα wurden beschrieben in 
(Heinz, et al., 2010). Die P300 Datensets sind von Ghisletti, et al., (2010). 
Die Analyse der Daten wurde ebenfalls in Leddin, et al., (2011) beschrie-
ben.  
1.2.3 Allgemeine Proteintechniken 
1.2.3.1 Zellkernextrakte 
3x107 Zellen wurden in 10ml PBS (PAA) aufgenommen, 2x mit 10ml PBS 
gewaschen und anschließend in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zentrifu-
gation bei (13000/15sek./4°C) wurde das Pellet in eiskaltem Puffer A re-
suspendiert. Die Zellen wurden 15min. auf Eis inkubiert, mit 25µl 10% NP 
40 versetzt, 10sek. gemischt und zentrifugiert (13000rpm/30sek./4°C). 
Das Zellkernpellet wurde in 50µl eiskaltem Puffer C resuspendiert, bei 4°C 
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für 15min. kräftig geschüttelt und zentrifugiert (13000rpm/5min./4°C). Der 
Überstand wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und die Extrakte bei -
80 °C gelagert.  
1.2.3.2 Gesamtzellextrakte 
Zur Extraktion von Protein aus der gesamten Zelle wurden mind. 5x10E5 
Zellen in 500µl PBS mit 50µl 100% TCA für mind. 20min. auf 4°C inkubiert. 
Nach Zentrifugation (13000rpm/20min./4°C) wurde das Proteinpellet in 
100µl 2xProbenpuffer aufgenommen und bis zum erkennbaren Farbum-
schlag 1M Tris zugegeben. Die Proben wurden 5min. bei 96°C aufgekocht 
und konnten bei -20°C gelagert werden. 
1.2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
In eine Küvette wurde 200µl Bradford-Lösung mit 800µl H20 gemischt. Da-
zu wurde 1µl Zellkernextrakt gegeben und nach 5min. die OD595 bestimmt. 
Die Berechnung des Proteingehaltes erfolgte mit Hilfe einer parallel ange-
setzten Eichgrade mit definierten Mengen an BSA. 
1.2.3.4 Western Blot 
Der Western Blot wurde wie beschrieben durchgeführt (Rosenbauer, et al., 
2008). Es wurden dazu ein polyklonaler Hasen-Antikörper gegen PU.1 
und ein monoklonaler Maus-Antikörper gegen Tubulin benutzt. Die Signale 
wurden durch HRP-gekoppelte Spezies-spezifischen Sekundärantikörper 
mittels Chemolumineszenz auf XAR-Film sichtbar gemacht.  
1.2.3.5 Electrophorethic Mobility Shift Assay (EMSA) 
Die Signaldetektion erfolgte über eine radioaktive Markierung der DNA-
Sonden, die auf Röntgenfilmen sichtbar gemacht wurde. Die doppelsträn-
gigen Oligonukleotide wurden auf 100 ng/µl eingestellt und folgender An-
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satz hergestellt: 1µl Oligonukleotid; 2µl 10xPuffer; 1µl Polynukleotidkinase; 
5µl ɣ -ATP32; 11µl H2O. Der Ansatz wurde für 1 Stunde bei 37°C inkubiert 
und anschließend auf 100µl aufgefüllt. Die Sonde wurde über eine [G25-
Sepharose-Säule] aufgereinigt. Die Herstellung der DNA-Proteinkomplexe 
wurde wie folgt durchgeführt:  
Ansätze 1 2 3 4 5 
Protein ( 5µg) - + + + + 
10x Binding-Buffer 2µl 2µl 2µl 2µl 2µl 
p(I)-p(C) (Sigma) 1µl 1µl 1µl 1µl 1µl 
(-12) kb Pu.1 Binding site - - 2µl - - 
(-12) kb Pu.1 Binding site mutant - - - 2µl - 
Pu.1 Antikörper  - - - - 5µl 
 
Die Ansätze wurden auf 20µl mit Wasser aufgefüllt, 15 min. auf Eis inku-
biert und mit 5µl radioaktiv markierter DNA versetzt. Nach einer erneuten 
Inkubation von 15 min. erfolgte der Gellauf in einem 7%-iges Polyac-
rylamidgel bei ca. 200 V. Das Gel wurde über Nacht bei 80°C getrocknet 
und am nächsten Tag auf einen XAR-Film gelegt. Der Film wurde nach 1-3 
Tagen entwickelt. 
1.2.4 Zellkulturtechniken 
1.2.4.1 Auftauen, Kultivierung und Einfrieren von Zellen  
Zum Auftauen wurden Zellen bei 37°C erwärmt und mit PBS gewaschen, 
um DMSO zu entfernen. Nach Zentrifugation (1200rpm/5min./RT) wurde 
das Zellpellet in entsprechendem Medium aufgenommen und ausplattiert. 
Jede Zelllinie wurde in entsprechendem Medium bei 37°C und 5% CO2 
kultiviert. Für das Passagieren adhärenter Zelllinien wurden die Zellen 1x 
1. Material und Methoden 
 28 
mit PBS gewaschen und anschließend ca. 5min. mit 0,05% Trypsin-EDTA 
bei 37°C inkubiert, um sie von der Oberfläche zu lösen. Abgelöste Zellen 
wurden in Medium aufgenommen und nach Zentrifugation 
(1200rpm/5min./RT) in von der Zelldichte abhängigem Volumen an Medi-
um wieder ausgesät. Suspensorische Zellen wurden nach Zentrifugation 
(1200rpm/5min./RT) in geeigneter Dichte in Medium aufgenommen und 
wieder ausgesät. Zum Einfrieren wurden pelletierte Zellen in 1ml Einfrier-
medium  (FCS with 10 % DMSO) aufgenommen, in Einfrierröhrchen über-
führt und in Styroporboxen langsam auf -80°C gekühlt. Die Langzeitlage-
rung erfolgte in flüssigem Stickstoff. 
1.2.4.2 Messung der Zellzahl und Viabilität  
10µl der Zellsuspension wurden mit Trypanblau gemischt und in verschie-
denen Verdünnungen von 1:1 bis 1:10 kurz inkubiert. 10µl wurden dann 
auf die Neubauer-Zählkammer transferiert. Zellen aus mind. einem großen 
Quadrat wurden gezählt und daraus die Konzentration wie folgt berechnet: 
Zellen pro ml = Zellen pro Quadrat x 10.000. Zellen, welche Trypanblau 
aufgenommen haben, wurden als nicht vital definiert und von der Zellzäh-
lung ausgeschlossen. 
1.2.4.3 Erzeugen stabiler Zelllinien 
Für die Reporter-Gen-Assays mit Luciferase wurden stabile Zelllinien ge-
neriert. Das Einbringen der DNA in die Zellen erfolgte mittels Elektropora-
tion. Die Plasmid-DNA wurde im Verhältnis 10:1 mit dem Selektionsplas-
mid gemischt. In diesem Fall wurde auf Puromycinresistenz selektiert. Es 
wurden 1 µg Resistenzvektor und 10 µg Luciferasevektor eingesetzt. Es 
wurden 1x107 Zellen dreimal mit 10 ml Medium gewaschen und in 1 ml 
Medium aufgenommen. Das DNA-Gemisch wurde zugegeben und 5 Minu-
ten bei RT inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 230 V und  960 µF in 
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4 mm Elektroporationsküvetten Danach wurden je dreimal 1x106 ausge-
sät. 48 h später wurden die Zellen unter Selektionsdruck mit Puromycin 
(RAW 264.7 mit 3µg/ml; Namalwa mit 1,5 µg/ml) gesetzt. Die Selektion 
galt als beendet, wenn alle Klone auf der Kontrollplatte ohne DNA-
Gemisch gestorben waren. Danach wurden die Einzelklone gepickt und 
weiterhin unter Puromycin gehalten.  
1.2.4.4 Luciferase-Assay 
Die selektierten Kulturen bzw. gepickten Einzelklone wurden mit einer 
Dichte von 5x104/well auf 24-well Platten ausgesät. Dabei wurde den Zel-
len kein Selektionsdruck mehr zugeführt. 24 Stunden später wurden die 
Zellen an Hand des mitgelieferten Protokolls des DUAL-Luciferase Repor-
ter Assay Systems prozessiert. Die Angaben erfolgen in Relative Light 
Units (RLU).  
1.2.4.5 May-Grünwald/Giemsa-Färbung  
1x104 Zellen wurden durch Zentrifugation (800rpm/5min./RT) auf Objekt-
träger gebracht und anschließend für 10min. in Methanol fixiert. Danach 
wurden die Zellen für 5min. in May-Grünwald-Lösung gefärbt, 5min. unter 
fließendem Leitungswasser gewaschen und 25min. in Giemsa-Lösung 
gefärbt. Danach wurden sie wieder 5min. in Leitungswasser gewaschen 
und dann luftgetrocknet. Die Analyse erfolgte mikroskopisch. 
1.2.4.6 Methylzellulose-Differenzierungs-Assay 
Um das Differenzierungspotential von Stamm- und Vorläuferzellen zu tes-
ten, wurden 5x104 Knochenmarkszellen in 2,64ml Methylzellulose mit ent-
weder G-CSF, M-CSF oder GM-CSF (jeweils 10ng/ml) und 600µl Medium 
aufgenommen und anschließend  auf drei 35mm Platten ausplattiert. Nach 
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7 Tagen wurden die Zellen gezählt sowie morphologisch durch May-
Grünwald/Giemsa Färbung als auch mikroskopisch analysiert.  
1.2.5 Mäuse  
Allgemeine Mausarbeiten wie z.B. die tägliche Tierpflege, Verpaarungen 
und das Absetzen der Nachkommen wurden in Kooperation mit der Tier-
zuchtanstalt des Max-Delbrück-Center für Molekulare Medizin (MDC), Ber-
lin durchgeführt. Alle Tiere wurden in speziellen Pathogen-freien Einrich-
tungen des MDC gehalten. Alle Experimente wurden genehmigt durch 
lokale Behörden im Rahmen des Tierschutzgesetztes.  
1.2.5.1 Mausstämme  
Die PU.1-/- und die URE-/- Stämme wurden generiert wie beschrieben 
(Rosenbauer,et al., 2004; Iwasaki, et al., 2005). Die Verpaarungen erfolg-
ten mit heterozygoten Mäusen, um die Generierung passender Kontroll-
mäuse zu gewährleisten. Die Generierung der BAC-transgenen Maus-
stämme erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Leiter des Tierhauses des 
MDC, Boris Jerichow. Zusammengefasst  wurde die DNA des humanen 
PU.1 BACs (GeneBank AC Nummer: 074195) linearisiert mit NotI und 
durch Mikroinjektion in fertilisierte Oocyten von FVB/N-Mäusen nach den 
Protokollen des Tierhauses des MDC eingebracht. Transgene Tiere wur-
den dann mittels PCR auf den BAC-Lokus identifiziert und weiter mit PU.1 
heterozygoten Tieren verpaart, um BAC+PU.1-/- und BAC+ PU.1+/+ zu er-
halten. 
1.2.5.2 Genotypisierung  
Alle Mäuse wurden nach DNA-Extraktion aus dem Schwanz durch PCR 
typisiert.  
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1.2.5.3 Präparation von Mausorganen  
Mäuse wurden mit CO2 getötet, mit Alkohol desinfiziert und anschließend 
auf dem Rücken auf Präparierbrettern fixiert. Die Mäuse wurden mit Sche-
ren und Pinzetten geöffnet und zur Isolierung des Knochenmarks untere 
und obere Extremitäten entnommen. Andere Organe wie Milz, Thymus, 
Leber oder Niere wurden bei Bedarf ebenfalls entnommen. Alle Organe 
wurden in kaltem PBS gelagert. Zur Herstellung von Einzelzellsuspensio-
nen wurden die Organe in kleine Stücke geschnitten und durch ein Mirko-
sieb gefiltert. Das Knochenmark wurde durch Ausspülen der Knochen mit 
PBS isoliert. Peripheres Blut lebender Mäuse wurde durch EDTA behan-
delte Kanülen aus der Schwanzvene entnommen. Erythrozyten wurden 
durch Inkubation (5min.) in Erythrozyten-Lyse-Puffer lysiert und die ver-




Seit der Sequenzierung der Genome verschiedener Spezies und verglei-
chenden Genomanalysen wird deutlich, dass nicht eine Zunahme der Ge-
nanzahl für die immer komplexer werdende Organisation höherer Orga-
nismen die Ursache sein kann (Levine, et al., 2003). Vielmehr scheint die 
Steigerung der Möglichkeiten zur Genregulation eine der entscheidenden 
Ursachen für die Komplexität höherer Organsimen zu sein (Chen, et al., 
2007). Es ist daher von enormer Wichtigkeit für das Verständnis der Ent-
wicklung höherer Organismen mit welchen regulatorischen Mechanismen 
genetische Informationen einer Zelle in verschiedene Zelltypen mit unter-
schiedlichen Aufgaben umgesetzt werden. Transkriptionsfaktoren kommt 
durch ihre Fähigkeit Desoxyribonukleinsäure (DNA) zu binden und die Ex-
pression anderer Gene zu beeinflussen eine entscheidende Bedeutung als 
Schlüsselregulatoren zu (Brivanlou, et al., 2002). Sie regulieren in einem 
genau räumlich und zeitlich festgelegten komplexen Netzwerk, welche 
Gene exprimiert werden und welche Funktionen eine Zelle übernehmen 
kann. Bereits die fehlerhafte Expression einzelner Transkriptionsfaktoren 
kann zu schwerwiegenden Erkrankungen und Entwicklungsstörungen füh-
ren (Jimenez-Sanchez, et al., 2001). Obwohl detailierte Expressionsmus-
ter vieler Transkriptionsfaktoren existieren, sind die Mechanismen, die zu 
diesen Mustern führen noch nicht ausreichend verstanden. Welche geno-
mischen Sequenzen für die präzise Regulation nötig sind, ist für viele 
wichtige Transkriptionsfaktoren noch nicht beschrieben und daher von 
herausragender Bedeutung. In dieser Studie wird die notwendige regulato-
rische Einheit des hämatopoietischen Transkriptionsfaktors PU.1 be-
schrieben und ein Mechanismus zur differentiellen Expression von PU.1 in 
verschiedenen Zelltypen des hämatopoietischen Systems aufgezeigt.  
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2.1 Genregulation  
Um mit der gleichen genetischen Information unterschiedliche Expressi-
onsprogramme zu etablieren, verfügen mehrzellige Organismen auf ver-
schiedenen Ebenen über regulatorische Mechanismen zur Kontrolle der 
Genexpression. Diese Regulationsmechanismen lassen sich grob in 3 Ab-
schnitte einteilen. (i) Die posttranslationale Kontrolle modifiziert die Funkti-
on und Haltbarkeit von Proteinen durch Prozesse wie z.B. Phosphorylie-
rung (Hunter, et al., 2000) oder Ubiquitinierung (Hershko, et al., 1998). (ii) 
Posttranskriptionelle Mechanismen prozessieren und regulieren den 
mRNA Transport und deren Translation. (iii) Als grundlegendster Mecha-
nismus spielt die transkriptionelle Kontrolle der Genexpression die ent-
scheidende Rolle. Neben epigenetischen Mechanismen wird das zeitliche 
und räumliche Muster der transkriptionellen Initiierung der Genexpression 
hauptsächlich durch cis-regulatorische Sequenzen und Transkriptionsfak-
toren Faktoren bestimmt. Deren Zunahme ist die zentrale Ursache bei der 
Steigerung der Komplexität höherer Organismen (Vaquerizas, et al., 
2009). Während nur 2% des menschlichen Genoms proteinkodierende 
Sequenzen enthalten, sind geschätzt ca. 33% des menschlichen Genoms 
regulatorische Elemente (Levine, et al., 2003). Grundlegende Erkenntnis-
se, dass die Entwicklung komplexer Organismen durch cis-regulatorische 
Elemente gesteuert wird, sind in mehreren Organismen u.a. in Drosophila 
und Seeigel beschrieben worden (Davidson, et al., 2002; Oliveri, et al., 
2004). Nicht nur Fehlfunktionen der Gene selber, sondern auch ihrer regu-
latorischen Elemente können daher schwerwiegende Folgen für den ge-
samten Organismus haben. Z.B. führen Mutationen in den cis-
regulatorischen Einheiten von SOX9 zur autosomalen Geschlechtsumkehr 
(Wagner, et al., 1994). Tabelle 1 gibt einen Überblick über Krankheiten, die 
durch fehlerhafte regulatorische Sequenzen verursacht werden.  
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Tabelle 1: Transkriptionelle Elemente, die in humane Krankheiten involviert sind.  





Promotor ß-Thalässemie ß-Globin Antonarakis, 
et al., 1984; 
Kulozik, et 
al., 1991; 
Lewis, et al., 
2000 
 Bernhard-Soulier Syndrom GpIbß Ludlow, et 
al., 1996 
 Hämophilie Faktor IX Crossley, et 
al., 1990 
 progressive myoklonische Epilepsie  cystatin B Lalioti, et 
al., 1997 
  Treacher Collins Syndrom TCOF1 Masotti, et 
al., 2005 
Enhancer Präaxiale Polydaktylie SHH Lettice, et 
al., 2003 
 Van Buchem Krankheit Sclerostin Loots, et al., 
2005 
  X-chromosomale Taubheit DFN3 POU3F4  De Kok, et 
al., 1996 
Silencer Asthma und Allergien TFG-ß Hobbs, et 
al., 1998 
  facioscapulohumerale muskuläre 
Dystrophie  
4q35 Gen Gabellini, et 
al., 2002  
Insulator Beckmann-Wiedemann Syndrom H19/Igf  Prawitt, et 
al., 2005 
 
2.1.1 cis-regulatorische Elemente  
In Eukaryoten wird die Expression Protein-kodierender Gene im Wesentli-
chen durch 2 Gruppen regulatorischer Elemente bestimmt. (i) Proximalen 
Sequenzen bestehen aus dem Kernpromotor und naheliegenden regulato-
rischen Elementen. Sie sind direkt an der Transkriptionsstartseite (TSS) 
lokalisiert. (ii) Distale regulatorische Elemente, wie z.B. Silencer, Enhancer 
und Insulatoren können hingegen mehrere 100kb entfernt positioniert sein 
(Maston, et al., 2006) (Abbildung 2, 3). 
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Die verschiedenen regulatorischen Elemente haben unterschiedliche 
Funktionen, die sich nicht immer klar trennen lassen. 
2.1.1.1 Promotor  
Der Promotor eines Gens besteht aus 2 Bereichen. Der Kernpromotor de-
finiert die TSS und gibt die Transkriptionsrichtung vor (Smale, et al, 2003). 
Die basale Transkriptionsmaschinerie, hauptsächlich bestehend aus den 
generellen Transkriptionsfaktoren der TF-II Familie, bindet den Kernpro-
motor und dirigiert so die RNA-Polymerase II zur Transkriptionsstartseite 
(TSS) (Orphanides, et al., 1996). Gershenzon, et al., (2005) konnten zei-
gen, das die Nukleotidsequenz der Kernpromotoren wesentlich unter-
schiedlicher ist, als bisher angenommen. Nur ca. 1/8 aller Kernpromotoren 
weisen eine TATA-Box auf. Auch andere Elemente wie z.B. die TFII-B Bin-
destellen kommen nur in 1/4 aller analysierten Promotoren vor. Die genau-
en Mechanismen, die zur spezifischen Bindung der basalen Transkripti-
onsmaschinerie an den Promotor führen, sind noch lange nicht aufgeklärt. 
Der proximale Promotor schließt sich unmittelbar an den Kernpromotor 
eines Gens an und enthält multiple Bindestellen für Transkriptionsfaktoren. 
Diese Region kann bis zu mehrere 100bp betragen und scheint Enhan-
cern funktional sehr ähnlich zu sein. 
2.1.1.2 Enhancer  
Enhancer steuern die Expression zugehöriger Gene in einer räumlich und 
zeitlich abhängigen Art und Weise (Abbildung 2, 3). In der Regel sind sie 
modular aufgebaut, sodass ein Promotor zeitlich und räumlich von ver-
schiedenen Enhancer genutzt werden kann (Atchinson, et al., 1988). En-
hancer aktivieren unabhängig von Entfernung oder Orientierung den jewei-
ligen Promotor. Durch meist mehrere Bindestellen für diverse 
Transkriptionsfaktoren sind sie in der Lage, die Genexpression zu beein-
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flussen. Im Gegensatz zu Promotoren sind Enhancer regulatorische Ele-
mente, die über lange Distanzen wirken und mehrere 100 kb entfernt loka-
lisiert sein können (Blackwood, et al., 1998). Das zurzeit favorisierte Mo-
dell bringt Promotor und Enhancer durch Schleifenbildung der DNA in 
räumliche Nähe zueinander (Abbildung 2) und erst dadurch kann eine 
exakte Expression des zugehörigen Genes ermöglicht werden (Vilar, et al., 
2005; Sen, et al., 2010). Durch die Schleifenbildung werden die DNA-
bindenden Proteine zum Promotor geführt und erst dadurch ist der Promo-
tor in der Lage, die Transkription zu initiieren. In einem alternativen Modell 
erhöht die Anwesenheit eines Enhancers die Chance des Promotors, tran-
skriptionell aktiv zu werden. (Walters, et al., 1995; Fiering, et al., 2000). In 
Abwesenheit des Enhancers sind in einer Zellpopulation weniger Promoto-
ren in der Lage, transkriptionell aktiv zu werden. Dieses Modell setzt aller-
dings Promotoren voraus, die stark genug sind, die Transkription vollstän-
dig alleine zu initiieren. Enhancer erhöhen die Stabilität der 
Transkriptionsmaschinerie. Eine genaue Unterscheidung der Modelle kann 




Abbildung 2: Model zur gewebespezifischen Expression eines Genes mittels ver-
schiedener cis-regulatorischer Elemente  
Gewebe-spezifische Enhancer werden durch Gewebe-spezifische Transkriptionsfaktoren 
gebunden und rekrutieren diese zum Promotor. Adaptiert von (Maston, et al., 2006). 
 
2.1.1.3 Silencer  
Silencer reprimieren die Transkription zugehöriger Gene (Abbildung 3). Sie 
teilen viele Eigenschaften mit Enhancern und sind in der Regel ebenfalls 
orientierungs- und entfernungsunabhängig (Ogbourne, et al., 1998). Auch 
Silencer enthalten Bindestellen für Transkriptionsfaktoren, die meist einen 
negativen Effekt auf die Genexpression haben. Die Funktionsweise von 
Silencern ist in verschiedenen Modellen beschrieben worden. Harris, et 
al., (2005) und Li, et al., (2004) beschreiben die Funktion von Silencern mit 
der Blockierung der Bindung nahe gelegener Aktivatoren oder durch die 
direkte Kompetition der Bindung von Transkriptionsfaktoren mittels Anbie-
ten derselben Bindestellen. Srinivasan und Atchinson (2004) beschreiben 
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die Silencer-abhängige Etablierung eines repressiven Chromatinstatus 
durch die Modifizierung von Histonen. Eine weitere Möglichkeit stellt die 
Transkription nicht-kodierender RNA’s von Silencern dar (Huttenhoffer, et 
al., 2005). Z.B. können Polycomb-Response-Elemente (PRE) ihren Status 
durch ein Aktivierungssignal von Repressoren zu Aktivatoren wechseln. 
Dieser Statuswechsel erfordert laut Schmitt, et al., (2005) unbedingt die 
Transkription nicht-kodierender RNA’s von den PRE‘s.  
2.1.1.4 Insulator 
Durch Partitionieren des Genoms in distinkte Bereiche der Expression de-
finieren Insulatoren Domänen transkriptioneller Aktivität (Maston, et al., 
2006) (Abbildung 3). Sie schützen zugehörige Gene vor einer Beeinträch-
tigung durch transkriptionelle Aktivität benachbarter Gene. Entweder blo-
ckieren sie die Interaktion zwischen Enhancer und Promotor oder verhin-
dern die Ausbreitung repressiven Chromatins (Recillas-Targa, et al., 2004). 
Insulatoren funktionieren im Gegensatz zu Enhancern und Silencern in der 
Regel in positions- und orientierungsabhängiger Art und Weise (Maston, et 
al., 2006). Fourel, et al., (2004) beschreibt Insulatoren allerdings nur in 
Regionen mit hoher Dichte an kodierenden oder regulatorischen Informa-
tionen. In weniger dichten Regionen scheinen diese Grenzen eher flie-
ßend und nicht durch Insulatoren definiert. Detailierte Wirkmechanismen 
von Insulatoren sind zurzeit nicht bekannt, Capelson, et al., (2004) be-
schreibt aber 2 grobe Kategorien. Zum einen werden Insulatoren direkt mit 
der transkriptionellen Maschinerie gekoppelt. Durch Rekrutieren von histo-
nmodifizierenden oder genaktivierenden Faktoren schaffen Insulatoren 
einen lokal aktiven, von repressivem Chromatin abgegrenzten Bereich. 
Zum anderen greifen Insulatoren in die strukturelle Organisation des 
Chromatins ein. Mehrere Insulatoren interagieren direkt miteinander oder 
mit der Kernanlagerungsmatrix und schaffen DNA-Schleifen mit strukturell 
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unabhängigen Domänen. Dies könnte z.B. die Interaktion von Enhancern 
und Promotoren beeinträchtigen.  
2.1.1.5 Lokus-Kontroll-Region (LCR) 
LCR’s sind Gruppen regulatorischer Elemente, die einen Lokus oder gan-
ze Gengruppen regulieren (Abbildung 3). Positionsunabhängig ermögli-
chen sie die physiologische und gewebespezifische Expression eines ge-
koppelten Transgens (Li, et al., 2002). LCR’s bestehen aus mehreren cis-
regulatorischen Elementen (Tanimoto, et al., 1999). Mehrere Studien bele-
gen die Wirkung von LCR’s über große Distanzen (Li, et al., 2002). Arbei-
ten am ß-Globin- (Bank, et al., 2006) und Tyrosin-Hydroxylase2-Lokus 
(Spilianakis, et al., 2005) lassen den gleichen Wirkmechanismus wie bei 
Enhancern durch DNA-Schleifenbildung vermuten. 
 
Abbildung 3: Distale cis-regulatorische Elemente.  
(a, b) Enhancer und Silencer aktivieren und reprimieren die Transkription. (c) Insulatoren 
blockieren Gene vor der Beeinträchtigung durch regulatorische Elemente benachbarter 
Gene. (d) LCR bestehen aus mehreren cis-regulatorischen Elementen. Adaptiert von 
(Maston, et. al., 2006).  
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Erst die Gesamtheit aller cis-regulatorischer Elemente integriert unter-
schiedliche Signale verschiedener Signalwege und ermöglicht eine ge-
webs- und entwicklungsspezifische Expression der Gene (Abbildung 3). 
2.1.2 Transkriptionsfaktoren 
Aufgrund ihrer Fähigkeit DNA zu binden und die Expression von Genen zu 
beeinflussen, spielen Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle in 
allen biologischen Prozessen, wie Zellzyklus (Simon, et al., 2001; 
Dynlacht, et al., 1997), Stoffwechsel (Accili, et al., 2004), Differenzierung 
und Entwicklung (Bain, et al., 1994). Sie sind die Schlüsselkomponenten 
der Genexpression. Ca. 10% aller humanen Proteine fallen in die Gruppe 
der Transkriptionsfaktoren (Brivanlou, et al., 2002). Abbildung 4 gibt einen 
Überblick über eine denkbare Einteilung positiv regulierender Transkripti-
onsfaktoren in verschiedene Gruppen aufgrund ihrer biologischen Funkti-
on.  
Transkriptionsfaktoren sind überrepräsentiert unter den Onkogenen 
(Furney, et al., 2006) und für 1/3 aller entwicklungsspezifischen Krankhei-
ten verantwortlich (Boyadjiev, et al., 2000). Vaquerizas, et al., (2009) iden-
tifiziert 164 Transkriptionsfaktoren, die direkt für 277 bekannte Syndrome 
und Krankheiten verantwortlich sind. Obwohl Transkriptionsfaktoren eine 
wichtige Rolle spielen, ist über deren Regulation wenig bekannt. Zu vielen 
Transkriptionsfaktoren sind die regulatorischen Sequenzen nicht vollstän-




Abbildung 4: Funktionale Klassifikation positiv-aktivierender  
Transkriptionsfaktoren.  
Hauptgruppen sind in schwarz dargestellt. Spezifische Beispiele sind in Rot dargestellt. 
Die Liste der Beispiele ist nicht vollständig. Abbildung adaptiert von (Brivanlou, et al., 
2002).  
 
2.2 Hämatopoiese  
2.2.1 Aufbau des hämatopoietischen Systems 
Hämatopoiese ist die Bildung und Entwicklung von Blutzellen und einigen 
anderen Zelltypen, wie z.B. Osteoklasten. Fast alle Blutzellen haben nur 
eine begrenzte Lebensdauer, die von nur wenigen Stunden (Granulozyten) 
bis zu einigen Monaten (Erythrozyten) reicht. Die Blutbildung ist ein konti-
nuierlicher Prozess über die gesamte Lebensspanne hinweg, der hierar-
chisch organisiert ist. Während dieses Prozesses werden täglich ca. 
1x1012 Zellen gebildet (Ogawa, et al., 1993). Aus der sich ständig selbst-
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erneuernden hämatopoietische Stammzelle (HSC) werden kontinuierlich 
über verschiedene Vorläuferstadien ausgereifte Zellen gebildet, die ver-
schiedenartige Funktionen erfüllen (Abbildung 5). Die Leukozyten, wie B-
Zellen, T-Zellen, Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen und 
Mastzellen bilden das Immunsystem und schützen den Körper gegen In-
fektionen (Orkin, et al., 2008). Erythrozyten transportieren den eingeatme-
ten Sauerstoff in jede Region des Körpers (Richards, et al., 1998), wäh-
rend Thrombozyten bei der Blutgerinnung eine entscheidende Rolle 
spielen (Eitzman, et al., 1994). 
 
Abbildung 5: : Aufbau des hämatopoietischen Systems mit notwendigen  
Transkriptionsfaktoren zur Differenzierung.  
Gezeigt ist der vereinfachte hierarchische Aufbau des hämatopoietischen Systems von 
der Langzeitstammzelle (LT-HSC) über die Kurzzeitstammzelle (ST-HSC) über verschie-
dene Vorläuferstadien (CMP–allgemeiner myeloischer Vorläufer; MEP- megakaryozytä-
rer/erythroider Vorläufer; GMP- granulozytärer/monozytärer Vorläufer; CLP- allgemeiner 
lymphoider Vorläufer) hin zu ausdifferenzierten Zellen, .z.B. B-Zellen oder Erythrozyten 
(RBK). Die Stadien eines Differenzierungsblocks durch Verlust des angezeigten Tran-
skriptionsfaktors sind durch rote Balken markiert. Adaptiert von (Orkin, et al., 2008) 
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Erkrankungen des Blutsystems sind eines der zentralen Untersuchungs-
objekte der Medizin. Dadurch hat sich das hämatopoietische System in 
den letzten Jahrzenten als Modelsystem für Organentwicklung etabliert. 
Auf Grund des hohen Konservierungsgrades in Aufbau und Funktion, als 
der Schwierigkeiten mit humanem Material zu arbeiten, werden Mausmo-
delle in großem Umfang benutzt. Diese Arbeit basiert auf Erkenntnissen 
aus Untersuchungen des murinen Blutsystems. Dies bietet zahlreiche Vor-
teile. Es ist relativ leicht, hämatopoietische Zellen zu isolieren. Die Zellen 
werden zudem in unterschiedlichsten Organen wie Knochenmark, Milz 
oder Thymus gefunden. Ein weiter großer Vorteil ist, dass mittels dem Flu-
oreszenz-aktiviertem Sortieren von Zellen eine Möglichkeit zur Verfügung 
steht, Zellen an Hand ihrer Oberflächenmarker sehr genau zu bestimmen. 
So ist bereits eine Vielzahl der unterschiedlichen Zelltypen des hämato-
poietischen Systems an Hand ihrer Oberflächenmoleküle sehr detailiert 
beschrieben worden.  
2.2.2 Transkriptionsfaktoren in der Hämatopoiese 
Hämatopoietische Transkriptionsfaktoren sind intrinsische Determinanten 
des zellulären Phänotyps. In der B-Zellentwicklung sind z.B. Pax 5 und 
EBF1 unabdingbar für eine vollständige Zellreifung (Lin, et al., 1995; Nutt, 
et. al., 1999). Ein eindrucksvoller Beweis der zelltypbestimmenden Funkti-
on von Transkriptionsfaktoren ist die Überexpression von C/EBPα in B-
Zellen. Sie führt zur Reprogrammierung und Transdifferenzierung in Mak-
rophagen (Bussman, et al., 2009). Abbildung 5 zeigt die Notwendigkeit 
verschiedener Transkriptionsfaktoren zur Bildung unterschiedlicher Zellty-
pen. Bei der Definition eines Zelltyps kombinieren Transkriptionsfaktoren 
meist aktivatorische und repressorische Funktionen (Orkin, et al., 2008). 
Ihre Funktion ist immer eingebettet in ein komplexes Netzwerk aus Inter-
aktionen mit anderen Faktoren. GATA1 und PU.1 sind Antagonisten wäh-
rend der Differenzierung megakaryozytärer/erythroider und myeloischer 
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Zelltypen (Galloway, et al., 2005; Rhodes, et al., 2005). PU.1 und Gfi1 hin-
gegen haben antagonistische Wirkungen in der myeloischen und neutro-
philen Entwicklung (Dahl, et al., 2007). 
Der Verlust eines wichtigen Transkriptionsfaktors oder dessen Deregulie-
rung kann zu schweren Defekten in der Entwicklung des hämatopoieti-
schen Systems und damit zu Leukämie führen. Z.B. wurde in 50% aller 
humanen T-Linien akuter lymphatischer Leukämie (T-ALL) Fällen eine ak-
tivierende NOTCH1 Mutation nachgewiesen (Ferrando, et al., 2009). Auch 
in Mäusen wird durch NOTCH1 Überexpression T-ALL induziert (Aster, et 
al., 2000). Dies zeigt die Notwendigkeit, Transkriptionsfaktoren und deren 
Regulation genau zu verstehen  
2.3 Ets-Transkriptionsfaktoren  
Eine der größten Familien von Transkriptionsfaktoren spezifisch für Me-
tazoen sind die Ets-Faktoren. Vermutlich spielen sie nur in Regulations-
kaskaden der Metazoen eine Rolle. Nunn und Leprince (1983) haben Ets-
1 als erstes Familienmitglied beschrieben. Auf Grund der Homologie zur 
Ets-DNA-Bindedomäne sind in den folgenden Jahren eine Menge weiterer 
Familienmitglieder in verschiedenen Spezies beschrieben worden. Die 
Ets-Domäne besteht aus 85 Aminosäuren, die Purine-reiche DNA mit ei-
nem zentralen GGAA/T Motiv bindet (Graves, et al., 1998). Auf Grund 
funktioneller und struktureller Ähnlichkeiten werden die Ets-




Abbildung 6: Struktur und Einteilung in Untergruppen der Ets-
Transkriptionsfaktoren.  
Ets: DNA-Bindedomäne, HLH: Helix-Loop-Helix-Domäne, AD: Aktivierungsdomäne, ID: 
autoinhibitorische Domäne, RD: repressorische Domäne. Adaptiert von (Oikawa, et. al., 
2003) 
 
Ets-Faktoren haben Funktionen in allen wichtigen zellulären Prozessen. 
Treisman (1994) beschreibt die Rolle der TCF-Untergruppe in der Prolife-
ration. Ets 2 inhibiert die Apoptose (Sevillia, et al., 1999) und für PEA3 
konnte die Förderung der Differenzierung gezeigt werden (Taylor, et al., 
1997). 
2.3.1 Ets-Faktoren und Krebs 
In den vergangenen Jahren wurde für viele ETS-Faktoren ein Zusammen-
hang mit Krebs gezeigt (Abbildung 7). So führt die Expression des Fusi-
onsproteins Fli1/-EWS zum Ewing Sarkom (Delattre, et al., 1992). Tel-
Fusionsproteine haben einen entscheidenden Anteil an der Pathologie von 
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akuten myeloischen oder lymphatischen Leukämien (AML, ALL) 
(Mavrothalassitis, et al., 2000). Auch in Prostata-, Lungen- und Brustkrebs 
scheinen Ets-Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle zu spielen 
(Seth, et al., 2005). 
 
Abbildung 7: Ets-Faktoren und Krebs.  
Adaptiert von (Seth, et al., 2005). 
Ca. 1/3 aller ETS-Faktoren sind in die Regulation von Genen des Immun-
systems und der Hämatopoiese involviert (Gallant, et al., 2006). Als einer 
der wichtigsten und am besten untersuchtesten ETS-Faktoren des häma-
topoietischen Systems gilt PU.1. 
2.4 PU.1  
Als zentraler Regulator des hämatopoietischen Systems ist PU.1 aus-
schließlich im hämatopoietischen System exprimiert. PU.1 hat allein in 
Makrophagen über 1000 Zielgene (Weigelt, et al., 2009). PU.1 ist essenti-
ell für die Erhaltung der HSC, der B- und T-Zell Entwicklung und der termi-
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nalen myeloischen Differenzierung. Der Verlust von PU.1 führt konsequen-
ter Weise zum pränatalen oder postnatalen Tod von Mäusen (Scott, et al., 
1994; McKercher, et al., 1996). Die Mäuse haben eine anormale Hämato-
poiese mit dem Verlust aller myeloischen und B-lymphoiden Zellen.  
2.4.1 PU.1 und Pathologie  
1988 wurde PU.1 von Moreau-Gachelin als Ziel einer Virusinsertion identi-
fiziert, die zu erythroider Leukämie führt. Die Überexpression von PU.1 in 
erythroiden Vorläufern führt zu einem Differenzierungsblock und anschlie-
ßendem Herauswachsen erythroider Blasten (Moreau-Gachlin, et al., 
1990, 1996). Die Unterstützung der Selbsterneuerung und Verhinderung 
der terminalen Differenzierung durch PU.1 in erythroiden Vorläufern könn-
te das onkogene Potential erklären. (Back, et al., 2004; Pop, et al., 2010) 
Erythroide Leukämien sind im Menschen jedoch sehr selten und eine Ver-
bindung mit PU.1 konnte bisher nicht nachgewiesen werden.  
In myeloischen Zellen fungiert PU.1 als Tumorsupressor. Durch Ɣ -
Strahlung induzierte myeloische Leukämien weisen häufig nicht funktionel-
les PU.1 auf (Cook, et al., 2004). Durch haploide Deletion von PU.1 in 
PML-RAR exprimierenden transgenen Mäusen wird die Wahrscheinlich-
keit für Leukämien stark erhöht (Walter, et al., 2005). Sowohl die Redukti-
on der PU.1 Expression durch den Verlust regulatorischer Sequenzen als 
auch der komplette Verlust der PU.1 Expression durch Exzision in adulten 
Mäusen führt innerhalb weniger Monate zu myeloischen Leukämien (Ro-
senbauer, et al., 2004; Metcalf, et al., 2006). In der Pathologie PML-RAR 
und AML-ETO induzierter humaner AMLs spielt die Inhibition der PU.1 Ex-
pression und der Proteinfunktion eine entscheidende Rolle (Müller, et al., 
2002; Vangala, et al., 2003; Müller, et al., 2006). PU.1 scheint also eine 
entscheidende Rolle in der Entwicklung myeloischer Leukämien zu haben.  
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Studien mit Mäusen, denen regulatorische Sequenzen von PU.1 fehlen, 
zeigen die Entwicklung von T-Zell-Leukämien (Rosenbauer, et al., 2006). 
Dies könnte mit der fehlenden Möglichkeit der PU.1 Expressionsreduzie-
rung in T-Zell-Vorläufern in Zusammenhang stehen. Ob PU.1 ähnliche 
Funktionen wie in erythroiden Vorläufern hat und die Deregulation von 
PU.1 eine Rolle in der Entstehung humaner T-Zell-Leukämien spielt, ist 
derzeit unbekannt. 
Die fehlerhafte Regulierung von PU.1 führt zu Defekten diverser hämato-
poietischen Linien. Tabelle 2 gibt eine Übersicht, über die verschiedenen 
PU.1 Mausmodelle und den daraus resultierenden Entwicklungsdefekten. 
Tabelle 2: Überblick über publizierte PU.1 Mausmodelle.  
Angezeigt sind die Art der Mutation und deren Effekt auf die Zellen des hämatopoieti-
schen Systems. Adaptiert von (Dekoter, et al., 2005) 
Mutationsart    Phänotyp Referenz 
Überexpression PU.1 Transgen von 
LTR des SFFV Virus 
gesteuert 
erythroide Leukämie Moreau-Gachelin, et 
al., 1996 
Null Allel Insertion von Neomy-
cinkassette in Exon 5 
zerstört ETS-Domäne 





Scott, et al,. 1994; 
McKercher, et al,.1996 
 Insertion von GFP-
Reporter in Exon 1 





Back, et al., 2004 
 Deletion Exon 5 Verlust fötaler und 
myeloischer Zellen; 
neonathal lethal 
Dakic, et al., 2005 
  Deletion Exon 4+5  Verlust fötaler 
Gr1+Mac1+ und 
CD19+ Zellen; keine 
identifizierbaren 
Vorläufer in fötaler 
Leber  
Iwasaki, et al., 2005 








Deletion Exon 5 mit 
CD19-Cre 
Entwicklung funktio-
naler B-Zellen  
Polli, et al., 2005,  




ve Expansion von 
B1 Zellen (Ye) 
Iwasaki, et al., 2005 









Dakic, et al., 2005; 
Metcalf, et al., 2006 
  PolyIC-induzierte De-
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2.4.2 Expression von PU.1 
Die vielfältigen Funktionen von PU.1 werden durch ein komplexes und 
dynamisches Expressionsmuster reflektiert (Abbildung 7). Mehrere GFP-
Mausmodelle geben detailierten Aufschluss über die Expression von PU.1 
in den verschieden Zellen des hämatopoietischen Systems (Back, et al., 
2004, Nutt, et al., 2005). Eine hohe PU.1 Expression findet sich in der 
HSC sowie den lymphoiden, myeloisch/granulozytären und frühen thymi-
schen Vorläufern. Erythroide/megakaryozytäre Vorläufer exprimieren PU.1 
nur in der fötalen Leber auf hohem Level, im adulten Knochenmark hinge-
gen nur auf niedrigem Niveau. In differenzierten Zellen wird PU.1 am 
stärksten in Granulozyten und Makrophagen exprimiert. B-Zellen exprimie-
ren PU.1 eher auf einem mittleren Niveau. In T- (außer ein kleine T-Helfer-
Zelle 2 Untergruppe) und Natürlichen-Killer-Zellen, sowie Erythrozyten und 




Abbildung 8: Model der PU.1 Expression in Zelltypen des hämatopoietischen Sys-
tems.  
PU.1 Konzentration ist angezeigt durch Farbgradient von blau (stark) zu weiß (schwach). 
Die Position der Zellen im Gradienten spiegelt die Stärke der PU.1 Expression wieder. 
Zellen außerhalb des Gradienten exprimieren kein PU.1. MPP: multipotenter Vorläufer; 
LMPP: lymphoid-geprägter Vorläufer; Mak: Makrophage; Gra: Granulozyte; B: B-Zelle; 
NK: natürliche Killerzelle; Pro-T: Vorläufer T Zelle; T: T-Zelle; Meg: Megakaryozyt; E: 
Erythrozyt. Adaptiert von (Dekoter, et al., 2007)  
Neben der Höhe der PU.1 Expression in den verschiedenen Zelltypen 
scheint auch der Zeitpunkt der Anpassung des Expressionslevels eine 
entscheidende Rolle in der Differenzierung zu spielen. Pop, et. al., (2010) 
konnten zeigen, dass die PU.1 Reprimierung während Differenzierung der 
Erythrozyten nur zu einem bestimmten Zeitpunkt die Zellen vom Zellzyklus 
in die terminale Differenzierung führt.  
2.4.3 Regulation 
Die Expression und Aktivität von PU.1 muss sehr genau reguliert werden, 
da bereits kleine Änderungen der Aktivität den Phänotyp der Zelle beein-
flussen. PU.1 wird auf posttranslationaler Ebene reguliert. Die Phosphory-
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lierung verschiedener Serine beeinflusst die Aktivität von PU.1 genauso, 
wie die Interaktion mit anderen Faktoren wie z.B. TFIID, C/EBP’s, GATA 1 
und 2 oder IRF4 und 8. (Laslo, et al., 2010). Auf posttranskriptioneller 
Ebene wird PU.1 durch microRNA’s reguliert. So ist die 3’UTR der PU.1 
mRNA Ziel der mir155 und wird durch diese reguliert (Vigorito, et al., 
2007). Eine von einem Upstream Regulatory Element (URE) abgelesene 
antisense RNA eröffnet eine weitere Möglichkeit der PU.1 Regulation (Eb-
ralidze, et al., 2008). 
Im Promotor konnten Oct1, SP1, GATA1, SPi-B und PU.1 Bindestellen 
nachgewiesen werden, was die initiale Regulierung der PU.1 Expression 
während der frühen hämatopoietischen Entwicklung widerzuspiegeln 
scheint (Burda, et al., 2010). Li, et. al., (2001) konnten allerdings zeigen, 
das der basale PU.1 Promotor in transgenen Mäusen zu schwach ist, um 
eine physiologisch korrekte PU.1 Expression zu ermöglich. Die Autoren 
konnten aber ein cis-regulatorisches Element (URE) identifizieren, das -
14/-15kb von der TSS entfernt liegt. Die Deletion dieses Elementes in 
Mäusen führt zu starken Änderungen in der PU.1 Expression (Rosenbau-
er, et al., 2004). In HSC, B-Zellen und myeloischen Zellen kommt es zu 
einer Verringerung der PU.1 Expression mit gleichzeitiger Reduktion der 
Zellzahlen. In T-Zell-Vorläufern hingegen kann PU.1 nicht mehr reprimiert 
werden. Es kommt zu einem frühen Differenzierungsblock der Zellen und 
die Tiere entwickeln in 3-8 Monaten eine akute myeloische Leukämie. 
Durch RUNX1 Bindung an die URE in HSC erfolgt vermutlich die Öffnung 
des PU.1 Lokus während der hämatopoietischen Differenzierung (Burda, 
et al., 2010). Die URE hat breite Effekte auf alle Zelltypen und kann daher 
nicht als Erklärung für die stark differenzierten PU.1 Expressionslevel in 
den verschiedenen Zelltypen herangezogen werden. Welche weiteren re-
gulatorischen Elemente für eine Differenzierung der PU.1 Expression nötig 
sind, soll in dieser Arbeit geklärt werden.  
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2.5 Ziele der Arbeit 
Die Kontrolle der Genexpression über regulatorische DNA-Sequenzen ist 
eine der entscheidenden Ursachen für die Komplexität höherer Organis-
men. Fehlerhafte Expression von Transkriptionsfaktoren gilt als Ursache 
diverser Krankheiten wie z.B. Entwicklungsstörungen und Leukämien. 
Deswegen ist es von entscheidender Bedeutung, die Funktion der regula-
torischen Sequenzen wichtiger Transkriptionsfaktoren zu kennen. Ziel die-
ser Arbeit ist die Definition entscheidender regulatorischer Sequenzen des 
hämatopoietischen Transkriptionsfaktors PU.1 um Mechanismen zur zell-
typspezifischen Expression aufzuzeigen. Im Einzelnen sollten dazu fol-
gende Fragen geklärt werden:  
1.) Was ist die komplette regulatorische Einheit von PU.1?  
2.) Welche Funktionen haben neue regulatorische Elemente? 




Ergebnisse von Kollaborationen werden gesondert gekennzeichnet. 
Die Etablierung des transgenen Mausmodells mit dem humanen PU.1 bakteriell-
artifiziellem Chromosom (BAC) wurde in Zusammenarbeit mit dem Tierhaus des 
MDC unter Leitung von Boris Jerichow durchgeführt.  
Die Generierung und Analyse der genomweiten DNaseI-Daten in B-Zellen und Mak-
rophagen, als auch der DNaseI footprint wurden in Zusammenarbeit mit Maarten 
Hoogenkamp, Salem Assi, Constanze Bonifer und David R. Westhead an der Uni-
versität Leeds durchgeführt.  
Die ChIP-chip-Daten wurden in Zusammenarbeit Nikola K. Wilson und Berthold Gött-
gens am Cambridge Institute for Medical Research der Universität Cambridge gene-
riert. 
Die genomweiten Bindungsdaten und deren Analyse für PU.1 und C/EBPα wurden 
von Sven Heinz am Department of Cellular and Molecular Medicine der Universität 
Kalifornien durchgeführt.  
Die genomweiten P300 Bindungsdaten wurden von Serena Ghisletti am Department 
of Experimental Oncology des European Institute of Oncology generiert. Die Analyse 
erfolgte in Zusammenarbeit mit Wei Chen vom MDC.  
3.1 Studien mit transgenem humanem PU.1 BAC Maus Model 
3.1.1 Generierung des transgenen Mausmodels  
Zur Identifizierung weiterer cis-regulatorischer Elemente wurde ein transgenes 
Mausmodel generiert, welches den humanen PU.1 Lokus auf einem BAC enthält. 
BACs enthalten komplette genomische Loci. Sie sind sehr gut geeignet, komplexe 
Interaktionen und Funktionen genomischer Sequenzen zu beschreiben. Das BAC 
enthält (GenBank Zugangsnummer AC 074195) ~179kb des humanen Chromosoms 
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11, welches den PU.1 Lokus jeweils ~100 kb am 5‘ und ~50 kb am 3‘-Ende flankiert. 
Auf dem BAC sind zusätzlich die Gene Rapsn, Psmc3, Slc39a13 und partiell Cugbp1 
(Exons 9-14) am 5’-Ende des Pu.1 Lokus sowie die Gene Mybpc 3 und partiell Madd 
(Exons 23-26) am 3‘ Ende lokalisiert. (Abbildung 9) 
 
Abbildung 9: Karte des humanen PU.1 BAC-Klons.  
Gezeigt ist das Insert des BAC, der die Basen 47.499.973bp – 47.321.096bp des humanen Chromo-
soms 11 enthält. Offene Pfeile: Position und Orientierung aller Gene, welche auf dem BAC enthalten 
sind. Graue Boxen: Position der Pu.1 Exons 
Auf Grund des hohen Konservierungsgrades zwischen dem humanem und murinem 
Pu.1 Gen wurde zur Erleichterung der strukturellen Analysen der humane Pu.1 Lokus 
gewählt. Die Integration eines BAC in das Chromosom erfolgt  zufällig. Für validier-
bare Aussagen müssen mehrere transgene Linien analysiert werden, um Positionsef-
fekte durch verschiedene Integrationsorte auszuschließen. Es wurden 2 transgene 
Mauslinien (#1 und #55) etabliert und die meisten der nachfolgenden Analysen für 
beide transgenen Mauslinien durchgeführt. Abbildung 10a zeigt sowohl die Lokalisa-
tion der für die Charakterisierung der Mausstämme benutzten Primerpaare, als auch 
der für die Analyse der Integrität der Kernregion benutzten Restriktionsfragmente. 
Beide Mauslinien enthalten eine strukturell intakte 40kb große zentrale Region, die 
den Pu.1 Lokus enthält. Während die transgene Mauslinie #55 das BAC komplett 
integriert hat, fehlt in der Linie #1 ein Teil des 3‘-Endes.Die Kopienzahl der BACs in 
beiden Mauslinien wurde mittels Restriktionsverdau und anschließendem Southern 
Blot mit einer Sonde, die beide PU.1 Loci bindet, analysiert. Abbildung 10b zeigt das 
Ergebnis mit anschließender Grauwertquantifizierung. Mauslinie #55 hat 3 Integrate, 
während Linie #1 nur 2 Integrate hat. Diese Daten konnten durch eine quantitative 




Abbildung 10: Kopienzahl und Integrität der humanen Pu.1 BAC Integration.  
(a) Abbildung zeigt die integrierten Fragmente des humanen Chromosoms 11 in beiden transgenen 
Mauslinien. Offene Pfeile: Position und Orientierung des Pu.1 Gens. Vertikale Pfeile unter der Grafik: 
Position der genomischen PCR-Amplifikate, welche für die Genotypisierung benutzt worden sind.  
Sterne markieren Amplifikate, welche für das initiale Identifizieren der transgenen Founder-Mäuse 
benutzt worden sind. Nummerierte horizontale Linien: ScaI Fragmente, um die Integrität des BAC per 
Southern Blot zu zeigen. Schwarze Boxen markieren die Position der benutzten Southern Blot Son-
den. (b) Southern Hybridisierung von EcoRI verdauter genomischer DNA von Knochenmark beider 
transgenen Linien mit entsprechender Kontroll-DNA aus einer nicht-transgenen Maus, sowie aus Zell-
linien um die Spezifität der Sonde zu den einzelnen Loci zu bestimmen. Ein 208bp NotI-PstI Fragment 
vom 3‘-Ende der murinen URE wurde als Sonde benutzt. 
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3.1.2 Gewebe- und zelltypische Spezifität der Expression des humanen PU.1 
BAC  
Zur Feststellung einer physiologischen PU.1 Expression durch das BAC wurden bei-
de Mauslinien in einen Pu.1 defizienten Hintergrund verkreuzt (Iwasaki, et. al., 2005). 
Im PU.1-/- Hintergrund erzeugten beide BAC-Linien vitale Nachkommen, die nicht 
unterscheidbar waren von wildtypischen Wurfgeschwistern. Beide Mauslinien erga-
ben eine nach Mendel erwartbare Nachkommensverteilung (Tabelle 3). Die Nach-
kommen waren fertil, womit der beschriebene spermatogoniale Stammzelldefekt (Oli-
ve, et al., 2007) korrigiert wurde.  
Tabelle 3: Korrigieren des letalen Pu.1-/- Phänotyps durch transgene Expression des humanen 
Pu.1.  









den analysiert mittels PCR nach der Entwöhnung. 
   murines PU.1Allel 
Transgene Linie Anzahl geborener Mäuse BAC +/+ +/– –/– 
#1 137 – 14 37 0 
  + 17 50 19 
#55 126 – 20 38 0 
  + 17 32 19 
 
Mit dem Erhalt von BAC+PU.1-/- Tieren beider Linien konnten detailierte Expressions-
analysen des BACs sowohl auf mRNA- als auch auf Proteineben durchgeführt wer-
den. Verschiedene Gewebe wurden präpariert und Zelltypen des hämatopoietischen 
Systems sortiert und daraus RNA gewonnen. Nach der reversen Transkription in 
cDNA wurde durch Spezies-spezifische Primer-Sonden Kombinationen mit gleicher 
Amplifikationseffizienz (Daten nicht gezeigt) die Expression analysiert. Weder in den 
verschiedenen Geweben der Tiere noch in den sortierten Zelltypen des hämatopoie-
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tischen Systems konnten Unterschiede in der mRNA-Expression von PU.1 zwischen 
den transgenen und den wildtypischen Tieren gezeigt werden. (Abbildung 11) 
 
Abbildung 11: Vergleich endogener muriner und transgener humaner PU.1 Transkripte  









 Mäusen der Linie #55. Die gezeigten qPCR Ergebnisse repräsentieren den Durchschnitt 
+ Standartabweichung (SD) von n=3 Mäusen pro Genotyp. Daten wurden normalisiert zur β-Actin 
Expression. Knochenmark = BM; Granulozyten (Gra: Gr1+CD11b+CD19-CD3-), Makrophagen (Mak: 
CD11b+Gr1-CD19-CD3-), T-Zellen (T: CD3+CD19-Gr1-CD11b-) und B-Zellen (CD19+CD3-Gr1-
CD11b-) wurden aus der Milz sortiert. LSK-Zellen (Lin-Sca-1+c-kit+), megakaryozytärer Vorläufer 
(MEP: lin-Sca-1-c-kit+CD34+FcyRII/III-), allgemeiner myeloischer Vorläufer (CMP: lin-Sca-1-c-
kit+CD34+FcyRII/IIIlow) und granulozytärer myeloischer Vorläufer (GMP: lin-Sca-1-c-
kit+CD34+FcyRII/III+) wurden aus dem Knochenmark isoliert.  
Die Analyse der Proteinexpression erfolgte in verschiedenen Zelltypen hämatopoieti-
scher Organe. Aus verschiedenen Organen und vorher gereinigten Zellpopulationen 
wurde Protein isoliert und anschließend im Western Blot analysiert. Abbildung 12 
zeigt im Proteingehalt diverser Zelltypen keine erkennbaren Unterschiede zwischen 




Abbildung 12: Western Blot Analyse des humanen PU.1 Proteins in verschiedenen Geweben.  
Km = Knochenmark, Gr1 = Gr1+ angereicherte Knochenmarkszellen, CD19+ = CD19+ angereicherte 
Milzzellen, KmM = aus dem Knochenmark generierte Makrophagen  
 
3.1.3 Das humane PU.1 BAC führt zur Wiederherstellung der Hämatopoiese in 
PU.1-/- Mäusen 
Einer der auffälligsten Defekte in Pu.1 defizienten Mäusen ist das Fehlen ausgereifter 
myeloischer und B-lymphoider Zellen. Die Analyse des peripheren Blutes ist in Tabel-
le 4 gezeigt. Im Blutbild sind alle hämatopoietischen Zellpopulationen  vorhanden. 











 Mäuse zeigen normales Blutbild des peripheren Blutes.  
Blut wurde von altersangeglichenen Mäusen (12-16 Wochen) aus der Schwanzvene genommen. Wer-
te sind Durchschnittswerte mit Standardabweichung des angegebenen Genotyps. n = 5  
Blut BAC–PU.1+/+ #1 BAC+PU.1–/– #55 BAC+PU.1–/– 
    Weiße Blutkörper x103/mm3 13.06 ± 1.95 10.78 ± 1.26 10.5 ± 1.33 
Rote Blutkörper x106/mm3 12.44 ± 0.76 13.72 ± 4.44 15.1 ± 1.26 
Hämoglobin, g/dL 16.5 ± 0.81 19.2 ± 5.93 10.75 ± 1.73 
Lymphozyten % 72.76 ± 4.88 80 ± 3.25 79.4 ± 4.28 
Granulozyten % 19.66 ± 4.34 13.62 ± 2.9 15.42 ± 3.9 
Monozyten % 7.78 ± 0.93 6.42 ± 1.39 5.66 ± 1.23 
 
Die Analyse mittels Blutzähler bleibt allerdings ungenau und lässt nur eine grobe Ein-
teilung in verschiedenen Zelltypen des hämatopoietischen Systems zu. Die verschie-
den Zellentypen hämatopoietischer Organe wurden mittels Fluoreszenz-gekoppelter 
Durchflußzytometrie genauer identifiziert. Während die Vorläuferpopulationen im 
Knochenmark untersucht worden sind, wurden die ausdifferenzierten Zelltypen in der 
Milz analysiert. Anzahl und Verteilung von Monozyten, Granulozyten, B-Zellen und T-
Zellen in der Milz waren zwischen den BAC+PU.1-/- und den BAC-PU.1+/+ Mäusen 
nicht unterscheidbar. (Abbildung 13a). Auch myeloische und megakaryozytäre-
erythroide Vorläufer im Knochenmark waren in gleicher Frequenz und Anzahl vor-
handen. (Abbildung 13c) Die Überprüfung der absoluten Zellzahlen ergab keine sig-




Abbildung 13: Wiederherstellung der Hämatopoiese durch das humane PU.1 BAC  
(a) FACS- Analyse von Splenozyten der angegebenen Genotypen. Zahlen geben durch-
schnittliche Prozente und deren Standardabweichung der markierten Zellpopulationen 
für n=6 an. (b) absolute Zellzahlen von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Gra-
nulozyten in der Milz von den Mäusen analysiert in Abb. 5a. nd = nicht definiert (c)  
FACS Analyse von GMPs, CMPs und MEPs aus dem Knochenmark. Zahlen geben 
durchschnittliche Prozente und deren Standardabweichung der markierten Zellpopula-
tionen für n = 3 an. 
 
3.1.4 Funktionale Analysen in transgenen humanen PU.1 BAC-Mäusen  
Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgenommene phänotypische Beschreibung 
der transgenen Mäuse lässt die vollständige Funktionalität des humanen PU.1 Pro-
tein im murinen System vermuten. Um genaue Aussagen über das Differenzierungs-
potential von Stamm- und Vorläuferzellen zu treffen, wurden Knochenmarkszellen mit 
verschiedenen myeloischen Zytokinen stimuliert. Dafür wurden je 50.000 Knochen-
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markszellen in Methylzellulose ausgesät und nach 7 Tagen die Anzahl der Kolonien 
gezählt und deren Morphologie durch Giemsa- und May-Grünwald-Färbung analy-
siert (Abbildung 14). Knochenmarkszellen aus transgenen Tieren bildeten unabhän-
gig vom Zytokin eine ähnliche Anzahl an Kolonien wie aus Kontrolltieren. Die Kolo-
nien waren in ihrer Form, Komposition und Morphologie nicht unterscheidbar. Die 
URE-/- Mäuse, welche hier als PU.1 niedrig exprimierende Kontrolle dienen, zeigten 
signifikant weniger Kolonien. 
 
Abbildung 14: Myeloisches Differenzierungspotential von Knochenmarkszellen aus BAC+PU.1-
/- Mäusen.  
5x10
4
 Knochenmarkszellen der angezeigten Genotypen wurden in Methylzellulose mit M-CSF oder 
GM-CSF ausplattiert. (a) Links: Form von M-CSF stimulierten Kolonien gezeigt als Phasenkontrast. 
Rechts: Zelluläre Morphologie ist gezeigt durch May-Grünwald-Färbung. (b) Das Balkendiagramm 
zeigt die Anzahl gezählter Kolonien nach 7d  
Das humane PU.1 Protein aktiviert die gleichen Zielgene wie das murine PU.1. Csf2, 
Ebf1, IL7r und Csf1r zeigten in Knochenmarkszellen keine Unterschiede in der Ex-
pression zwischen transgenen Tieren und Wildtypen. (Abbildung 15) Die URE-/- Tiere 




Abbildung 15: Expression von PU.1 Zielgenen.  
qPCR zeigt die Expression von PU.1 Zielgene in Knochenmarkszellen. URE
-/-
 Zellen wurden als Ver-
gleich benutzt. n.s.–nicht signifikant 
Die vorangegangenen Analysen der transgenen Mäuse zeigen, dass alle notwendi-
gen regulatorischen Elemente für eine physiologisch korrekte PU.1 Expression auf 
dem BAC lokalisiert sind. Das humane PU.1-Protein ist in der Lage, das murine 
PU.1-Protein zu ersetzen und alle anormalen Aspekte des murinen PU.1 defizienten 
Phänotyps zu revidieren. 
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3.2 Genomweite Analysen der Chromatinstruktur identifizieren 
neue aktive cis-regulatorische Elemente des PU.1 Lokus 
3.2.1 Identifizierung eines neuen potentiellen cis-regulatorischen Elementes 
mittels genomweiter Analysen.  
Alle bisherigen Experimente lassen vermuten, dass zusätzlich zur URE noch weitere 
regulatorische Elemente benötigt werden, um eine physiologisch korrekte PU.1 Ex-
pression zu ermöglichen. Aktive von Transkriptionsfaktoren gebundene regulatori-
sche Elemente existieren als DNaseI hypersensitive Seiten (DHSs) (Koch, et al., 
2007). Ein Merkmal, das genutzt werden kann, um aktive cis-regulatorische Element 
zu identifizieren. Um den PU.1 Lokus komplett abzudecken und regulatorische Prin-
zipien auf globaler Ebene zu verifizieren, wurden DHSs genomweit in primären Mak-
rophagen als PU.1 stark exprimierenden Zelltyp und B-Zellen als PU.1 niedriger ex-
primierenden Zelltyp untersucht. In Makrophagen konnten die bereits publizierten 
DHSs am proximalen Promotor, im Intron 1 und 14kb vor der Transkriptionsstartseite 
nachgewiesen werden (Abbildung 16) (Li..). Die Daten zeigten aber zusätzliche, bis-
her unbekannte DHSs  am PU.1 Lokus. Eine starke DHS befand sich bei -12kb und 3 
schwächere bei -10kb, -9kb und -8kb (benannt nach ihrer Position zu der PU.1 Tran-
skriptionsstartseite.) In B-Zellen zeigte sich ein anderes DHS Muster. Hier gab es die 
DHS im Promotor und bei -14kb, aber nicht bei den anderen 4 DHS der Makropha-
gen. Unterschiede in der Stärke der PU.1 Expression zwischen Makrophagen und B-
Zellen sind also mit unterschiedlichen DHSs assoziiert. Alle Loci der DHSs stimmten 




Abbildung 16: Identifikation neuer potentieller cis-regulatorischer Elemente von PU.1.  
Oberer Abschnitt zeigt MVista Alignment der Sequenzkonservierung über ~50kb der Region des muri-
nen Chromosoms 2, die den PU.1 Lokus enthält. Die Abbildung zeigt von oben nach unten 
Maus/Mensch, Maus/Hund und Maus/Opossum. Die Konservierungsplots zeigen Regionen mit mind. 
50% Konservierung (angezeigt auf der y-Achse). Exons in Blau, nicht kodierende Regionen in Pink. 
Positionen nicht kodierender Regionen sind angezeigt. Genaue Positionsangaben der vorher unbe-
kannten Homologien sind: -12kb = 12,3kb; -10kb = 10,5kb; -9kb = 9,5kb und -8kb = 7,8kb vor der 
PU.1 TSS. Unterer Abschnitt zeigt ein Bild aus dem UCSC Genome Browser der DHS Sequenzie-
rungsprofile an dem PU.1 Lokus in vitro in Knochenmarkmakrophagen und B-Zellen aus der Milz. 
Relative Anreicherung der Sequenzabschnitte ist auf der y-Achse angezeigt. PU.1++ und PU.1+ auf 
der rechten Seite kennzeichnen ein hohes oder intermediäres PU.1 Expressionslevel.  
Aktive regulatorische Elemente sind neben DNaseI Aktivität auch durch distinkte His-
tonmodifikationen gekennzeichnet. Um die neu entdeckten Elemente weiter zu cha-
rakterisieren, wurde eine Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) mit Antikörpern ge-
gen Histone 3 Lysine 9 Acetylierung (H3K9Ac), eine Histonmodifikation die mit 
aktivem Chromatin assoziiert wird (Gross, et al., 1988), durchgeführt. Die myeloi-
schen Zelllinien HPC7 und 416B wurden als PU.1 exprimierende, die embryonale 
Stammzelllinie HM1 sowie die T-Zelllinie BW5147 als nicht PU.1 exprimierende Zell-
linien verwendet. Die mit dem H3K9Ac-Antikörper präzipitierte DNA wurde auf geno-
mischen Tilling Arrays hybridisiert (Abbildung 17a). In beiden myeloischen Zelllinien 
war eine starke Anreicherung von H3K9Ac um die PU.1 TSS und die URE (-15kb,-
14kb) als auch um die -12kb DHS sichtbar. HM1 und BW5147 zeigten keine oder nur 
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sehr schwache Anreicherung um diese Loci. Dieselben Regionen, die eine Anreiche-
rung von H3K9 Acetylierung in myeloischen Zelllinien aufwiesen, zeigten auch eine 
Anreicherung von dimethyliertem H3K9 (Abbildung 17b), ebenfalls eine Chromatin-
modifikation, die mit aktiven cis-regulatorischen Elementen assoziiert wird. 
In einer publizierten ChIP-Sequenzierungs-Datenbank aus murinen Makrophagen 
(Ghisletti, et al., 2010) konnte zusätzlich gezeigt werden, das die DHSs -14kb, -12kb 
und -10kb von der Acetyl-Transferase p300 gebunden werden (Abbildung 17c). Die-
se markiert ebenfalls aktive regulatorische Elemente der DNA. (Heintzmann, et al., 




Abbildung 17: Molekulare Charakterisierung der cis-regulatorischen Einheit von PU.1  
(a) ChIP-chip Kartierung der H3K9 Acetylierung an dem murinen PU.1 Lokus mittels eigener Tilling 
Arrays. Die y-Achse gibt die log2 Anreicherung der präzipitierten DNA über der Ausgangsmenge der 
DNA an. Die X-Achse zeigt ~ 50kb der genomischen Sequenz an, die den PU.1 Lokus trägt. Ganz 
oben sind die Positionen der identifizierten DHS und die Lage der enthaltenden Gene angegeben. Die 
genomischen Koordinaten (in bp) des Chromosoms 2 auf dem Array sind unten angezeigt. (B) ChIP-
chip – Kartierung der H3K9 Dimethylierung an dem murinen PU.1 Lokus mittels Tilling Array aus 6a. 
(c) P300 ChIP- Sequenzierung an dem murinen PU.1 Lokus in in vitro Knochenmarkmakrophagen 
zeigen P300 Bindung exklusiv an den angezeigten DHS.  
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Die oben gezeigten Chromatinstruktur-Analysen erlauben daher, zusätzliche Kandi-
daten distaler regulatorischer Elemente mit hohem PU.1 Expressionslevel in myeloi-
schen Zellen zu assoziieren. 
3.2.2 Funktionale Synergie zwischen distalen regulatorischen Elementen von 
PU.1 im Chromatin Kontext. 
Cis-regulatorische Elemente sind in der Lage, die Expression des zugehörigen Gens 
zu modifizieren. In Reportergen-Experimenten wurde die Fähigkeit der neu identifi-
zierten DHSs getestet, PU.1-Promotor vermittelte Luciferaseaktivität anzuregen. Es 
wurde eine Serie von DNA-Konstrukten hergestellt, in denen ein Luciferasegen von 
dem minimalen 0,5kb PU.1-Promotor zusammen mit der -15kb/-14kb (URE) DHS, 
der -12kb DHS, der -10kb DHS alleine oder in Kombination gesteuert wird. Diese 
Konstrukte wurden in die RAW 264.7 Makrophagen-Zelllinie und in Namalwa B Zellli-
nie eingebracht. Die Anzahl der stabil integrierten Plasmide wurde in Einzelklonen 
oder den Zellpools durch Southern Blot und qPCR bestimmt (Daten nicht gezeigt). In 
myeloischen Zellen war der Promotor nicht in der Lage, Reportergenaktivität zu indu-
zieren, während die URE einen stark anregenden Effekt auf die Reportergenaktiviät 
hatte (Abbildung 18). In schwächerem Ausmaß hatte die -12kb DHS verstärkenden 
Effekt auf die Luciferasegen-Expression. Die Kombination aus URE und -12kb DHS 
hingegen hatte einen 10x stärkeren Effekt auf die Luciferasexpression als nur die 
URE alleine. Im Gegensatz dazu zeigte die -10kb DHS alleine oder in Kombination 
mit den anderen DHS keinen verstärkenden Effekt auf die Luciferaseaktivität. In B-
Zellen war die Situation anders. Hier hatte die Addition der -12kb DHS zur URE kei-




Abbildung 18: PU.1 Promotor-vermittelte Enhancer-Aktivität potentieller cis-regulatorischer 
Elemente  
(a) Luciferase Assay in stabil transfizierten RAW 264.7 Makrophagen mit links angezeigten Konstruk-
ten. Verschiedene unabhängige Klone wurden für jedes Konstrukt untersucht und die Luciferaseaktivi-
tät zu der durch Southern Blot bestimmten Kopienzahl normalisiert. Gezeigt ist der Durchschnitt für 
n=6 unabhängige klone für jedes Konstrukt. Die durchschnittliche Aktivität des Promotors wurde = 1 
gesetzt.  Der Einsatz zeigt eine Vergrößerung der Werte der angezeigten Konstrukte. n.s. = nicht sig-
nifikant. (b) Luciferase Assay von Namalwa B-Zelllinie, die mit den angezeigten Konstrukten stabil 
transfiziert wurde. Gezeigt sind die Durchschnittswerte von 3 unabhängigen Klonen pro Konstrukt. 
Die Ergebnisse dieses Abschnittes identifizieren die -12kb DHS als ein cis-
regulatorisches Element von PU.1. Die -12kb DHS kann kooperativ mit der URE im 
Chromatin zusammen arbeiten, um in myeloischen Zellen hohe PU.1 Expressionsle-
vel zu generieren. In B-Zellen scheint eine Aktivierung der -12kb DHS alleine oder in 
Kooperation mit der URE nicht möglich. 
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3.3 Myeloisch-spezifische PU.1 Selbstaktivierung ist notwendig für 
-12kb DHS Funktion  
3.3.1 PU.1 Bindung an die -12kb DHS 
Wie Abbildung 19 zeigt, enthält die -12kb DHS eine hochkonservierte PU.1 Bindestel-
le (Friedman, 2002). 
 
Abbildung 19: Sequenzvergleich der -12kb DHS von Maus, Mensch und Hund.  
Identische Basenpaare sind schwarz markiert. Die PU.1 Bindestelle wurde identifiziert mit rVISTA 
Software und ein in Makrophagen beobachtetes DMS-footprint-Muster ist mit schwarzen Punkten über 
der Sequenz gekennzeichnet.  
Die spezifische Bindung des PU.1-Proteins an die -12kb DHS konnte in einem EMSA 
nachgewiesen werden, dessen Sonde die vermutete Bindestelle enthält (Abbildung 
20). Eine Bande konnte im Proteinextrakt PU.1-exprimierender RAW 264.7 Zellen, 
nicht aber in nicht PU.1-exprimierenden NIH-3T3 Fibroblasten nachgewiesen wer-
den. Die Identifizierung dieser Bande als PU.1 Bindung erfolgte zum einen durch ei-
ne Verdrängung mit nicht markierter Sonde (comp) zum andern durch einen PU.1 




Abbildung 20: in vitro PU.1 Bindung an die -12kb DHS.  
Zellkernextrakte von RAW 264.7 (links) und NIH-3T3(rechts) wurden mit einer P
32
-markierten Sonde 
inkubiert (die die potentielle PU.1 Bindestelle der -12kb DHS enthält) und zusätzlich mit einem Anti-
körper gegen PU.1 oder einer nicht markierten Sonde zur Verdrängung der markierten Sonde. Basen-
paaraustausch von gaggaagc zu gagcgcgc im PU.1 Motiv sind angezeigt (mut).Rechts: Der schwarze 
Pfeil markiert die Position des Super Shifts (ss) der Bande durch den Antikörper gegen PU.1. 
In vivo konnte ebenfalls eine Bindung des PU.1 Proteins an die -12kb DHS in Makro-
phagen gezeigt werden. Der Vergleich der DNS-Daten aus Abbildung 16 mit bereits 
publizierten genomweiten PU.1-Bindungsdaten aus einer ChIP-Sequenzierung 
(Heinz, et al., 2010) ergab in Makrophagen für beide Datensätze eine sehr ähnliche 
Verteilung der Signale (Abbildung 21). An allen vorher identifizierten DHSs konnte 
ebenfalls PU.1 Bindung nachgewiesen werden. In B-Zellen zeigte sich eine restrikti-
vere Verteilung der PU.1 Bindung. Nicht alle DHSs zeigten auch PU.1 Bindung. Die 




Abbildung 21: in vivo PU.1 Bindung an die -12kb DHS.  
USCS Genome Browser Ausschnitt repräsentiert die PU.1 Bindung am PU.1 Lokus in murinen peri-
tonealen Makrophagen (Mitte) und CD19+ B-Zellen (oben) als ChIP-Sequenzierung in log2. 
 
3.3.2 Autoregulation der PU.1-Expression durch die -12kb DHS  
Die vorangegangenen Analysen werfen die Frage auf, ob die PU.1 Bindung notwen-
dig ist für die Funktion der -12kb DHS. Um zu kontrollieren, ob die PU.1 Bindung an 
der -12kb DHS deren Funktion beeinflussen kann, wurde durch shRNA die PU.1 Ex-
pression in RAW 264.7 Zelllinien stark verringert und anschließend die Reportergen-
aktivität und H3K9 Acetylierung bestimmt. Nach der Verringerung der PU.1 Expressi-
on war in den mit dem -12kb DHS/Luciferase-Konstrukt stabil transfizierten 
RAW264.7 Zellen keine Reportergenaktivierung mehr möglich (Abbildung 22a). Die 
PU.1 Verminderung zeigte in RAW 264.7 Zellen eine starke Reduzierung der H3K9 




Abbildung 22: Regulation der -12kb DHS Funktion durch PU.1 Bindung  
(a) Reportergenexperiment mit RAW 264.7 Zellen, stabil transfiziert mit -12kb DHS/Luciferase-
Konstrukt. Zellen wurden mit shRNA-Konstrukt gegen die PU.1- oder LacZ-mRNA (Kontrolle), zu-
sammen mit einem GFP Marker transfiziert und anschließend anhand des GFP-Markers sortiert. Die 
Werte sind normalisiert gegen die Luciferaseaktivität, die durch den PU.1 Promotor alleine gesteuert 
wird. (b) ChIP-qPCR von RAW 264.7 Zellen unbehandelt (mock) oder stabil transfiziert mit shRNA 
gegen PU.1-mRNA zeigen reduzierte H3K9Acetylierung an der -12kb DHS nach der Verringerung der 
PU.1-Proteinexpression. 
Diese Daten zeigen, dass die hohen PU.1 Expressionslevel in myeloischen Zellen 
von einer zelltypspezifischen PU.1 abhängigen Schleife reguliert werden, die alle cis-
regulatorischen Elemente mit einbezieht.  
3.4 PU.1 Bindung an die -12kb DHS erfordert die Bindung von 
C/EBPα an die URE  
Warum erfolgt die PU.1 Bindung an die URE in beiden Zelltypen, während die Bin-
dung an die -12kb DHS ausschließlich in myeloischen Zellen möglich ist? Zur Klä-
rung wurden die genomweiten DHS-Daten auf allgemeine mit offenem Chromatin 
assoziierte Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Es existieren 58.628 DHS in 
Makrophagen und 72.959 DHS in B Zellen. 43,5 % der Makrophagen- und 54,6 % 
der DHS in B-Zellen sind zelltypspezifisch. Von diesen waren 35,9% in Makrophagen 
und nur 14,5% in B-Zellen und 11,5% in beiden Zelltypen  von PU.1 gebunden (Ab-
bildung 23 a, b). Eine offene Chromatinstruktur in Makrophagen ist also teilweise von 
PU.1 Bindung abhängig. Eine weitere Aufteilung der PU.1 gebunden DHS anhand 
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ihrer genomischen Koordinaten in Relation zu der PU.1 TSS zeigte, dass die zelltyp-
spezifischen Unterschiede in der PU.1 Bindung hauptsächlich in Promotor-distalen 
Elementen stattfinden (Abbildung 23c).  
 
Abbildung 23: Anzahl und Verteilung von PU.1 DHS in verschiedenen Zelltypen des hämato-
poietischen Systems  
(a) Venn Diagramm zeigt komplette Anzahl an DHSs in Makrophagen und B-Zellen. (b) Anzahl PU.1 
gebundener DHSs in Makrophagen und B-Zellen. (c) Anzahl von PU.1 gebundenen DHSs spezifisch 
für Makrophagen (M), B-Zellen (B) und gemeinsam für beide Zelltypen (M+B), aufgeteilt nach ihrer 
Position distal (über 500 bp entfernt) oder proximal (innerhalb 500 bp) der PU.1 TSS. 
Um herauszufinden welche Transkriptionsfaktoren am meisten mit einer PU.1 Bin-
dung assoziiert sind, wurde eine de novo Analyse wie beschrieben (Heinz, et al., 
2010) durchgeführt. In nicht-zelltypspezifisch PU.1-gebundenen DHS gab es keine 
Präferenz für B-Zell- oder Makrophagen-Faktoren. In den B-Zellen war die PU.1-
Bindung vermehrt mit B-Zell-Faktoren wie EBF und E2A assoziiert, während in Mak-
rophagen am meisten AP-1 und C/EBPs gemeinsam mit PU.1 lokalisiert waren. Aus 
der Familie der C/EBPs ist C/EBPα in myeloischen Zellen am stärksten exprimiert. 
Es wird nicht in B-Zellen exprimiert und kann die PU.1 Expression erhöhen. Außer-
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dem ist mit C/EBPα nach dessen ekotropher Aktivierung die Transdifferenzierung von 
B-Zellen in Makrophagen möglich (Bussmann, et al., 2009). Um zu prüfen, ob 
C/EBPα Expression in der Lage ist, den Chromatinstatus an der -12kb DHS zu modi-
fizieren, wurde eine reprogrammierbare B-Ziellinie in Makrophagen transdifferenziert. 
Diese Zelllinie trägt ein stabil integriertes Östrogenrezeptor-gekoppeltes C/EBPα-
Expressionskonstrukt. Nach der Applikation von β-Estradiol oder Tamoxifen wird 
C/EBPα in dieser Zelllinie exprimiert und die Transdifferenzierung induziert. Während 
dieser Kinetik wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die H3K9 Acetylierung, die PU.1-
Bindung und Expression als auch die Okkupanz der -12kb DHS durch Transkriptions-
faktoren analysiert. Nach 72h Induktion wurde eine Änderung der Belegung der -
12kb DHS mit Transkriptionsfaktoren festgestellt (Abbildung 24a), Makrophagen-
spezifische Bindestellen waren besetzt. Die Reprogrammierung führte zu einem akti-
ven Chromatinstatus, gekennzeichnet durch eine Erhöhung der H3K9 Acetylierung 
an der -12 kb DHS (Abbildung 24b). C/EBPα Expression war in der Lage, die PU.1 
Expression zu verstärken und PU.1 Bindung an der -12kb DHS zu induzieren (Abbil-




Abbildung 24: Änderung des -12kb DHS Status nach C/EBPα Expression:  
(a) DNaseI footprint der -12 kb DHS in C10-Zellen vor (-E2) und nach (+E2) 72h ß-Estradiol Induktion, 
in B-Zellen und in Makrophagen. In vitro behandelte DNA dient als Kontrolle. Die G-Reaktion zeigt die 
genomische Lokalisation relativ zur PU.1 TSS. Proben wurden analysiert für den Vorwärtsstrang (linke 
Abbildung 5‘-3‘) und den Rückwärtsstrang (rechte Abbildung 3‘-5‘) in der -12kb DHS. Primer für rDNA-
Gene wurden als Ladekontrolle benutzt. Hyperreaktive Regionen sind mit schwarzem und geschützte 
Regionen mit weißem Kreis gekennzeichnet. (b) Western Blot zeigt eine Zunahme der PU.1 Expressi-
on in C/EBPα-ER exprimierenden C10 Zellen nach einer β-Estradiol-Induktion in dem angegebenen 
Zeitintervall. Graustufenquantifizierung wurde mittels ImageJ berechnet. (c ,d) ChIP-qPCR zeigt die 
Zunahme in der H3K9Acetylierung (c) und PU.1 Bindung (d) an der -12kb DHS in ß-Estradiol behan-
delten C10 Zellen.   
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In ChIP-Sequenzierungen konnte keine direkte Bindung von C/EBPα an die -12kb 
DHS nachgewiesen werden (Abbildung 25). An der -14kb DHS, -9kb DHS, -8kb DHS 
und im Intron 1 war dagegen eine Bindung nachweisbar.  
 
Abbildung 25: C/EBPα-Bindung am PU.1 Lokus.  
Oberes Bild: UCSC Genome Browsers Bild zeigt C/EBPα ChIP-Sequenzierung in primären Makro-
phagen. Unteres Bild: UCSC Genome Browser zeigt Konservierung des PU.1 Lokus zwischen Maus 
und Mensch. 
Ein Vergleich der ChIP- und DHS Daten zeigte, das C/EBPα nur 38,9% (3186) aller 
Promotor-distalen DHS zusammen mit PU.1 in Makrophagen bindet (Daten nicht ge-
zeigt). Das zeigt, dass viele aber nicht alle PU.1 gebundenen DHS gleichzeitig auch 
von C/EBPα gebunden werden. C/EBPα kann nur indirekt über eine Bindung an an-
dere cis-regulatorische Elemente -wie z.B. die URE- die Aktivität der -12kb DHS be-
einflussen. Tatsächlich führten Mutationen in den drei C/EBPα Bindestellen der URE 
und/oder der PU.1 Bindestelle in der -12kb DHS zu stark reduzierter Reportergenak-
tivität (Abbildung 26 a). Auch die Acetylierung der exogenen -12kb DHS nach den 
Mutationen war herabgesetzt.(Abbildung 26 b, c) In Zellen, abgeleitet von einer  
URE-/- Maus, war retroviral-transduziertes Östrogenrezeptor-gekoppeltes C/EBPα 
nach Induktion mit Tamoxifen zudem nicht in der Lage, PU.1 Bindung und einen An-




Abbildung 26: Mutationen der Transkriptionsfaktorbindestellen in den cis-regulatorischen Ein-
heiten von PU.1 führt zu Verlust der Enhanceraktivität.  
(a) Reportergen-Assay in mit angezeigten Konstrukten stabil transfizierten RAW 264.7 Zellen. Mutati-
onen in PU.1 Bindestelle (blau) und C/EBPα Bindestellen (orange) sind angezeigt. Gezeigt sind 
Durchschnittswerte von 3 unabhängigen Zell-Pools. Aktivität des Wildtypkonstrukts wurde auf 100% 




 Zellen nach retroviraler 
Transfektion mit Tamoxifen-induzierbarem C/EBPα Expressionskonstrukt. Gezeigt ist die PU.1 Bin-
dung (schwarz) und die H3K9 Acetylierung (grau) vor und nach 6d Induktion mit β-Estradiol. 
Zusammengenommen zeigen die durchgeführten Experimente, dass (i) die URE 
Chromatin Aktivierung an der -12kb DHS in myeloischen , nicht aber in B-Zellen re-
guliert, (ii) PU.1 nur in myeloischen Zellen die -12kb DHS binden kann und  (iii) in 
myeloischen Zellen die Bindung von C/EBPα an die URE die -12kb DHS für den au-
totregulatorischen Eintritt von PU.1 ins Chromatin vorbereitet. Des weiteren legen die 
genomweiten Daten der offenen Chromatin Regionen und die PU.1- und C/EBPα 
Bindungsdaten in Makrophagen und B-Zellen nahe, dass ähnliche Regulationsme-




Diese Arbeit beschäftigt sich mit der wesentlichen Frage: Durch welche 
Mechanismen wird der hämatopoietische Faktor PU.1 transkriptionell re-
guliert? Im Detail erfolgte die Beantwortung dieser Frage durch die Defini-
tion neuer cis-regulatorischer Elemente von PU.1 und deren möglicher 
Funktionsweise. Die Ergebnisse dieser Studie werden im Folgenden dis-
kutiert.  
4.1 Definition der cis-regulatorischen Einheit von PU.1  
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die URE die 
Expression von PU.1 in allen PU.1 exprimierenden Zelltypen beeinflusst. 
In Abwesenheit der URE kommt es zu einem frühen Block in der Differen-
zierung und bereits frühe myeloische Vorläufer sind nicht mehr unter-
scheidbar (Rosenbauer, et al., 2006). Die URE agiert als ein generelles 
cis-regulatorisches Element, das in verschiedenen hämatopoietischen 
Zelltypen eine Funktion ausübt. Es konnte auch nachgewiesen werden, 
das die URE zwar notwendig, nicht aber ausreichend ist, um hohe PU.1 
Expressionslevel zu generieren (Leddin, et al., 2011). Um die Frage nach 
weiteren cis-regulatorischen Elementen zu beantworten, wurde in der hier 
gezeigten Studie ein BAC-Mausmodel in PU.1 defizientem Hintergrund 
generiert, welches den humanen PU.1 Lokus enthält. Die Analyse dieser 
Mäuse zeigt eine komplette Wiederherstellung der Hämatopoiese mittels 
des humanen PU.1. Diese Daten legen nahe, dass alle regulatorischen 
Elemente für eine korrekte zeitliche und räumliche PU.1 Expression auf 
dem BAC enthalten sind. Genomweite DHS- und  Homologieanalysen hal-
fen dabei, einen neuen Abschnitt distal gelegener cis-regulatorischer Ele-
mente zu identifizieren. Zarnegar et al. konnten in einer unabhängig 
durchgeführten Studie ebenfalls Einflüsse von Homologien dieser Region 
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auf die PU.1 Expression nachweisen und in myeloischen Zellen das glei-
che DHS Muster bestätigen (Zarnegar, et al., 2010). In den verschiedenen 
Zelltypen des hämatopoietischen Systems sind die DHS-Muster an den 
cis-regulatorischen Elementen sehr unterschiedlich. Die URE ist das ein-
zige gemeinsame aktive distale Element in B-Zellen und Makrophagen. 
Dies bestätigt die Annahme, das die URE in verschieden Zelltypen des 
hämatopoietischen Systems eine generelle Rolle in der Regulation der 
PU.1 Expression hat. Die Analysen mit dem BAC legen nahe, dass es sich 
bei der hier beschriebenen Region regulatorischer Elemente um die Ge-
samtheit der PU.1 regulierenden Sequenzen handelt. Alle anderen Se-
quenzhomologien auf dem BAC konnten anderen Genen zugeordnet wer-
den oder zeigten keinen spezifischen PU.1-Promotor-vermittelte Anregung 
eines Reportergens. 
Die Studien der transgenen Mäuse lassen weiterhin vermuten, das muri-
nes durch humanes PU.1 substituierbar ist. Beide werden in denselben 
Zelltypen der Hämatopoiese exprimiert. Damit könnte auch eine Fehlregu-
lation von PU.1 im Menschen ursächlich für AML sein. Steidl, et al., (2007) 
konnten zeigen, das ein einzelner Nukleotid-Polymorphismus in der Bin-
destelle für SATB1 in der URE die PU.1 Expression beeinflusst und mit 
einem Subtyp der AML korreliert. Eine Mutation in den hier definierten cis-
regulatorischen Elementen könnte ebenfalls Effekte auf die PU.1 Expres-
sion und eine mögliche Leukämieentwicklung haben.   
4.2 Hierarchie und Synergie cis-regulatorischer Elemente 
Die molekulare Analyse der identifizierten DHS ergab einen neuen Enhan-
cer in myeloischen Zellen bei -12kb. In Kombination mit der URE ist diese 
DHS in der Lage, hohe PU.1 Expressionslevel zu ermöglichen. Die Additi-
on zusätzlicher DHS-Sequenzen erbrachte keine weitere Steigerung der 
PU.1 Expression im Chromatinkontext. Der Großteil der transkriptionellen 
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und aktivierenden chromatinmodulierenden Aktivität wird vermutlich durch 
diese beiden regulatorischen Elemente erbracht. Die hier gezeigten Stu-
dien beweisen, dass die URE nur in Verbindung mit andern cis-
regulatorischen Elementen eine korrekte zellspezifische PU.1 Expression 
gewährleisten kann. Die Funktion anderer DHS bleibt weiterhin unklar. Ob 
sie insulatorische oder repressive Funktionen haben muss in zukünftigen 
Studien gezeigt werden.  
Ein Mechanismus um die Expression von Genen während der zellulären 
Differenzierung zu justieren ist die Autoregulation durch Bindung von 
Transkriptionsfaktoren an ihre regulatorischen Elemente (Okuno, et al., 
2005). So ist z.B. die Bindung von GATA1 an seinem Promotor existentiell 
für die Entwicklung eosinophiler Zellen (Yu, et. al., 2002). Auch durch 
PU.1-Bindung an die URE konnte eine positive Regulation der PU.1 Ex-
pression nachgewiesen werden (Okuno, et al., 2005). Die Ergebnisse die-
ser Arbeit zeigen eine PU.1 Bindung an den -12kb Enhancer. Diese Bin-
dung ist notwendig, um einen aktiven Chromatinstatus an der -12kb DHS 
aufrecht zu erhalten. Damit kann der Enhancer seine Funktion nur in be-
reits PU.1 exprimierenden Zellen ausüben. Im Gegensatz dazu ist die 
URE in der Lage, diesen Chromatinstatus auch in Abwesenheit einer PU.1 
Expression auszubilden. Außerdem wird die URE durch Transkriptionsfak-
toren wie z.B. Runx1 gebunden, die in der frühen Hämatopoiese eine 
wichtige Rolle spielen (Hoogenkamp, et al., 2008). Diese Unterschiede 
implizieren eine Hierarchie in der Aktivierung der einzelnen DHS. Vermut-
lich erfolgt die Öffnung der regulatorischen Elemente von der URE. Wäh-
rend der zellulären Differenzierung des hämatopoietischen Systems kön-
nen beide DHS eine Rolle zu unterschiedlichen Zeitpunkten spielen.  
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4.3 Spezifische Interaktion der URE mit -12kb DHS in 
myeloischen Zellen 
In den Reportergendaten konnte der -12kb Enhancer nur in myeloischen 
Zellen Luciferaseaktivität anregen. Auch die DHS und ChIP-Daten lassen 
nur in myeloischen Zellen eine Funktion zu. Das höhere PU.1 Expressi-
onslevel in diesem Zelltyp kann also nur über die Interaktion der URE mit 
dem -12kb Enhancer generiert werden. Warum aber ist eine Interaktion 
beider regulatorischen Elemente in B-lymphoiden Zellen nicht möglich? 
Zur genaueren Untersuchung der Unterschiede zwischen B-lymphatischen 
und myeloischen Zellen wurden die PU.1 ChIP-Daten auf assoziierte Bin-
demotive in den präzipitierten Sequenzen untersucht. In Makrophagen 
sind C/EBP-Bindestellen mit am häufigsten unter den PU.1 assoziierten 
Sequenzen in distalen DHS. Die Hälfte aller PU.1 gebundenen DHS ist 
gleichzeitig auch mit C/EBP-Faktoren besetzt, die andere Hälfte hat keine 
C/EBP-Bindestellen. Die Bindung von PU.1 erfordert also nicht generell 
eine C/EBP-Bindung. C/EBPα wird innerhalb des hämatopoietischen Sys-
tems nur in myeloischen Zellen exprimiert und hat die Fähigkeit die Chro-
matinstruktur zu modifizieren (Xie, et al., 2004). So führt die Expression 
von C/EBPα in lymphatischen und frühen myeloischen Vorläuferzellen zu 
einer Chromatinreorganisation und PU.1 Bindung an den -12kb Enhancer. 
Die Aktivierung des Chromatins an der -12kb DHS erfordert in jedem Fall 
die URE, da C/EBPα-Bindung nur an der -14kb DHS nachgewiesen wer-
den konnte. Die von der URE ausgehende Öffnung und Aktivierung des -
12kb Enhancer in myeloischen Zellen wird also durch C/EBPα vermittelt 
(Abbildung 27). Ebralidze, et al., (2008) konnten zeigen, das von der URE 
nicht-kodierende RNAs exprimiert werden. Diese könnten eine wichtige 
Rolle in dem Mechanismus zur Selbstregulation der PU.1-Expression eine 
Rolle spielen und unterstützen die These der Öffnung des Lokus von der 
URE aus. Eine weitere denkbare Erklärung ist das Zusammenwirken von 
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PU.1 mit zellspezifischen Zielgenen. In bisher unveröffentlichten Daten 
konnte gezeigt werden, dass die Induktion von PU.1 in myeloischen Vor-
läufern zur Assoziierung von EGR2 mit der -12kb DHS führt (Korrespon-
denz Constanze Bonifer). Faktoren, die durch höhere PU.1 Expressionsle-
vel in myeloischen Zellen induziert werden, wie z.B. EGR2 (Laslo, et al., 
2006), könnten zusammen mit PU.1 kooperativ an der -12kb DHS intera-
gieren. In diesem Model würde ein Fehlen der URE die PU.1 Expression 
so stark reduzieren, das eine Induktion von EGR2 nicht mehr möglich wä-
re.  
 
Abbildung 27: Eine geordnete Interaktion zwischen den cis-regulatorischen Ele-
menten bestimmt das PU.1 Expressionsmuster.  
Das Fehlen der PU.1 Expression in nicht-hämatopoietischen Zellen ist zurückzuführen 
auf die fehlende Aktivierung notwendiger Enhancer des PU.1 Gens. Die mittleren PU.1 
Expressionslevel in B-Zellen sind gesteuert von der Bindung eines B-Zell-spezifischen 
Transkriptionsfaktorkomplexes an die -14kb DHS. Dieser enthält unter anderem die Fak-
toren E2A und FOXO1 und führt zu der Etablierung einer selbstregulatorischen Schleife 
von und durch PU.1. Dieser Komplex ist nicht in der Lage, zusätzliche cis-regulatorische 
Elemente im PU.1 Lokus zu aktivieren. Im Gegensatz dazu wird in myeloischen Vorläu-
ferzellen C/EBPα exprimiert, welches an die URE bindet. Das induziert die -12kb DHS 
Aktivierung um eine PU.1 autoregulatorsiche Schleife zu etablieren und die Bindung zu-
sätzlicher PU.1 induzierter Faktoren wie z.B. EGR2, um die PU.1 Expression zu erhöhen. 




Die gezeigten Beweise für eine Aktivierung der -12kb DHS durch die Bin-
dung von C/EBPα an die URE lassen vermuten, das zumindest einige der 
mit PU.1 assoziierten DHS einem ähnlichen Mechanismus hierarchischer 
Regulation durch eine Interaktion cis-regulatorischer Elemente unterwor-
fen sind.  
PU.1 wird innerhalb der myeloischen Linie ebenfalls in Mastzellen expri-
miert, die durch ein eigenes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren reguliert 
werden und z.B. GATA2 exprimieren (Walsh, et al., 2002) Auch konnte in 
bisher unveröffentlichten Daten gezeigt werden, dass die -10kb DHS in 
der Lage ist, RelA zu binden. Ob dies von Relevanz für die Abschaltung 
der PU.1 Expression während der Osteoklastendifferenzierung aus myelo-
ischen Vorläufern ist, bleibt in zukünftigen Studien zu klären. Wie die URE 
in diesen Zelltypen reguliert wird und mit welchen cis-regulatorischen Ele-
menten sie dabei kooperiert, ist bis jetzt nicht geklärt. Die genomweiten 
Daten implizieren, das in Abhängigkeit von der Anzahl der verschiedenen 
Zelltypen in denen ein regulatorisches Element aktiv ist, verschiedene 
Kombinationen von Transkriptionsfaktoren benutzt werden, um die Funkti-
on des regulatorischen Elements zu erhalten.  
4.4 PU.1 Regulation in B-lymphoiden Zellen  
Während der -12kb Enhancer durch PU.1 Bindung aktiviert wird, erfolgt 
die Aktivierung der URE in der frühen hämatopoietischen Entwicklung 
durch Runx1. Sobald während der Differenzierung andere Faktoren wie 
z.B. C/EBPα exprimiert werden, ist die Bindung von Runx1 an die URE 
nicht mehr notwendig, um einen aktiven Chromatinstatus aufrecht zu er-
halten. C/EBPα ist jedoch spezifisch für myeloische Zellen. Welche Fakto-
ren könnten in B-Zellen einen aktiven Chromatinstatus an der URE vermit-
teln? Neue Arbeiten in B-Zellen zeigen, das im Gegensatz zur -12kb DHS 
die URE von B-zellspezifischen Faktoren wie E2A und FOXO1 kooperativ 
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mit PU.1 gebunden wird. Vermutlich gehört die URE damit in die Klasse 
distaler cis-regulatorischer Elemente, die je nach Zelltyp unterschiedliche 
Kombinationen von zellspezifischen Transkriptionsfaktoren binden kön-
nen, um einen aktiven Chromatinstatus zu erhalten. 
Die URE kann als ein wichtiges Paradigma dienen, wie cis-regulatorische 
Elemente verschiedene Kombinationen zelltypspezifischer Faktoren be-
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[ɣ 32-P]dATP Deoxyadenosin 5’-Triphsophate[ɣ 32-P] 
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bp Basepaar 
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C Cytosine 
ca. circa 
CD Cluster of Differentiation 
cDNA komplementäre DNA 
C/EBP CCAATT/enhancer binding protein 
ChIP- Chromatin-Immunopräzipitation 
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csf1r Colony stimulating Factor 1 Receptor 
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Ebf1 early B Cell Factor 1 
EDTA Ethylenediaminetetraacetate 
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Flt3 Fms- related Tyrosine kinase 3 
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g Gravität 
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Abkürzungen 
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